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As galactomananas (GM) podem modificar a viscosidade dos meios aquosos e o 
alginato (AL) em presença de íons Ca2+ geleifica, apresenta várias aplicações, entre 
as quais, a formação de filmes finos. As propriedades físico químicas desses dois 
polissacarídeos em solução, incluindo a interação entre eles, foram estudadas, com 
o objetivo de desenvolver materiais nanoestruturados na forma de filmes finos e 
utilizá-los para futuras aplicações biológicas. A GM empregada foi extraída de 
sementes de Leucaena leucocephala (GML) e, após purificação, apresentou um 
rendimento de 19,3% (m/m). O AL foi adquirido comercialmente. Ambos foram 
caracterizados como sendo homogêneos e com conformação ao acaso (0,5<α<0,8). 
Apresentaram razão molar Man/Gal 1,7 e M/G 1; e  de 7,1x105 e 2,9x105g/mol, 
respectivamente, para a GML e o AL os quais, em análises de toxicidade, indicaram 
pouca alteração na viabilidade celular. O comportamento de soluções aquosas foi 
caracterizado por espectroscopia de fluorescência (sonda de pireno) e forneceu os 
valores de CAC, 1,0 mg/mL para a GML e 0,57 mg/mL para o AL. Análises por 
dicroísmo circular confirmaram a interação da mistura GML-AL com albumina (ALB), 
através da alteração nos espectros do arranjo das cadeias dos polímeros. A mistura 
GML-AL (15 mg/mL, 50%, m/m) em análises reológicas mostrou a formação de um 
gel viscoelástico em presença de íons Ca2+ quando em pH 7,2 e em 11,2. As 
análises por microscopia de fluorescência dos derivados dos dois polissacarídeos 
comprovaram que a mistura GML-AL foi adsorvida sobre a lâmina de vidro e não foi 
removida durante as lavagens. A formação de filmes finos em monocamadas com a 
adsorção de GML sobre substratos de Si-aminofuncionalizados foi avaliada por 
isotermas e elipsometria, onde se determinou a concentração (1mg/mL) o pH (4,0) e 
a espessura (D, 1,5 nm). Sobre os filmes de GML foram adsorvidas proteínas como 
a ALB (D, 6,2 nm em pH 5,5) e a Concanavalina A (D, 1,6 nm em pH 4,5) e, 
também, diferentes sorotipos do vírus da dengue, sendo que o tipo 2 foi o que 
formou filmes mais espessos (D 3,7 nm em pH 7,2). A mistura GML-AL que tem 
características de um poliânion, comprovada pelo potencial zeta, foi aplicada em 
filmes multicamadas (LBL) obtidos através de diferentes técnicas de deposição e 
com diferentes policátions poli(alilamina hidroclorada) (PAH), poli-lisina (PLL) ou 
quitosana (CHI). Por análises de elipsometria e AFM os filmes contendo PAH foram 
os mais espessos e menos rugosos (rms 6 nm), e, por análises de QCM, os filmes 
com PLL foram os menos rígidos, e os com CHI foram o que tiveram maior 
mobilidade de água entre as camadas. Os filmes LBL foram avaliados em testes de 
adesão celular e todos permitiram o crescimento e o espalhamento das células 
(HeLa) em suas superfícies, mesmo após 8 dias de contato. Esses resultados 
sugerem uma potencial aplicação dos filmes monocamadas de GML para o 
desenvolvimento de biomateriais, incremento de biosensores e dispositivos 
biotecnológicos; e os filmes LBL do poliânion GML-AL como um potencial modelo 
para estudos de crescimento de células, e em aplicações terapêuticas para 
engenharia de tecidos. 
 
Palavras chave: Galactomanana. Alginato. Nanofilmes. Albumina. Vírus da dengue. 




Galactomannans (GM) can modify aqueous solution viscosities and sodium alginate 
(AL) gelatinized in presence of calcium ions, is also widely used in applications such 
as thin films formation. The physical-chemical properties of these polysaccharides in 
solutions, including their interaction, were evaluated aimed to develop nanostructured 
materials, such as thin films and use them into future biological applications. GM was 
extracted from the seeds of Leucaena leucocephala (GML) and showing a yield of 
19.35% (w/w) after purification.  AL was obtained from a commercial source. Both of 
them were characterized as homogeneous with random coil conformation 
(0,5<α<0,8), Man/Gal 1,7 and M/G 1 molar ratio and  of 7,1 x105 and 2,9 
x105g/mol, respectively, for GML and AL. The GML and AL cytotoxicity analysis 
showed almost no change in cell viability. The CAC values of 1,0 mg/mL for GML 
and 0,57 mg/mL for AL were obtained by fluorescence spectroscopies (pyrene 
probe). Circular dichroism confirmed the GML-AL mixture interaction with ALB 
through the spectra changes in the polymers chains conformations. The GML-AL 
mixture (15 mg/mL, 50%, w/w) with calcium ions at pH 7.2 and 11.2 showed a 
viscoelastic gel behaviour by rheological analysis. The fluorescence microscopy from 
the two derivate polysaccharides  proved that the GML-AL mixture was adsorbed 
onto glass and was not removed during the wash steps. The GML isotherms 
adsorption onto amine-functionalized silicon formed a monolayer thin film, with the 
concentration of 1 mg/mL, pH of 4.0 and a 1.5 nm thickness set by ellipsometry. 
Proteins were adsorbed onto GML films, such as ALB (D: 6.2 nm, pH 5.5) and 
Concanavalin A (D: 1.6 nm, pH 4.5), and also different serotypes of dengue virus, 
being the virus type 2 the one that obtained the highest adsorption value (D: 3.7 nm, 
pH 7.2). The GML-AL mixture characterized as a polyanion by zeta potential 
measurements was applied in multilayers films (LBL). LBL films were obtained by 
different deposition techniques and using different polycations, poly(allylamine 
hydrocloride) (PAH), poly-L-lysine (PLL) or chitosan (CHI). By ellipsometry and AFM, 
films containing PAH were the thickest measured (RMS 6 nm), and from QCM-D 
analysis films with PLL were the less rigid and the CHI were the one that had the 
higher mobility of water between the layers. The LBL films were evaluated in cell 
adhesion experiments in which all of them allowed the cell growth and spreading 
(Hela cells) in their surface even after 8 days of contact. These results suggest a 
potential application of GML monolayers films for the development of biomaterials, 
for a rapid estimation of biosensors; and for biotechnological devices; and the 
application of LBL films using GML-AL as polyanion as a potential model for studies 
of cell growth, and therapeutic for tissue engineering.          
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FIGURA 47 - EXEMPLO DE MUDANÇA DE COLORAÇÃO DO SUBSTRATO 
SILÍCIO CONFORME A DEPOSIÇÃO DE CAMADAS DO SISTEMA 
GALACTOMANANA-ALGINATO E POLI(ALIALAMINA HIDROCLORADA) 






FIGURA 48 - IMAGEM POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (2 X 2 µm) DO 
FILME LBL  DE GALACTOMANANA - ALGINATO E POLI(ALIALAMINA 
HIDROCLORADA) (GML-AL/PAH) (40 CAMADAS) ADSORVIDO 
SOBRE SILÍCIO COM A TÉCNICA DE SPIN-COATING (A). 
REPRESENTAÇÃO DA RUGOSIDADE NA LINHA DE SECÇÃO 








FIGURA 49 - IMAGEM POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (2 X 2 µm) DO 
FILME LBL DE GALACTOMANANA - ALGINATO E POLI(ALIALAMINA 
HIDROCLORADA) (GML-AL/PAH) (40 CAMADAS) ADSORVIDO 
SOBRE SILÍCIO COM A TÉCNICA DE IMERSÃO (A). 
REPRESENTAÇÃO DA RUGOSIDADE NA LINHA DE SECÇÃO 








FIGURA 50 - IMAGEM POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (2 X 2 µm) DO 
FILME LBL DE GALACTOMANANA - ALGINATO E POLI(ALIALAMINA 
HIDROCLORADA) (GML-AL/PAH) (40 CAMADAS) ADSORVIDO 
SOBRE SILÍCIO COM A TÉCNICA DE SPRAY (A). REPRESENTAÇÃO 







FIGURA 51 - DESLOCAMENTO DE FREQUÊNCIA DE RESSONÂNCIA EM (A) E 
DISSIPAÇÃO EM (B) EM FUNÇÃO DAS CAMADAS DEPOSITADAS 
DO FILME LBL DE GALACTOMANANA - ALGINATO E 
POLI(ALIALAMINA HIDROCLORADA) (GML-AL/PAH) ADSORVIDO 
SOBRE CRISTAL DE OURO, E MEDIDOS POR QCM-D. DADOS 








FIGURA 52 - REPRESENTAÇÃO GRÁFICA DA ESPESSURA DOS FILMES 
OBTIDOS PELA TÉCNICA LBL, COMPOSTOS PELA MISTURA 
GALACTOMANANA-ALGINATO E POLI-L-LISINA (GML-AL/PLL), 
APLICANDO OS MÉTODOS DE IMERSÃO (▲), DE SPRAY (❏) E 







FIGURA 53 - IMAGEM POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (2 X 2 µm) DO 
FILME LBL DE GALACTOMANANA-ALGINATO E POLI-L-LISINA 
(GML-AL/PLL) (40 CAMADAS) ADSORVIDO SOBRE SILÍCIO COM A 
TÉCNICA DE SPIN-COATING (A). REPRESENTAÇÃO DA 







FIGURA 54 - IMAGEM POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (2 X 2 µm) DO 
FILME LBL DE GALACTOMANANA-ALGINATO E POLI-L-LISINA 
(GML-AL/PLL) (40 CAMADAS) ADSORVIDO SOBRE SILÍCIO COM A 
TÉCNICA DE IMERSÃO (A). REPRESENTAÇÃO DA RUGOSIDADE 







FIGURA 55 - IMAGEM POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (2 X 2 µm) DO 
FILME LBL DE GALACTOMANANA-ALGINATO E POLI-L-LISINA 
(GML-AL/PLL) (40 CAMADAS) ADSORVIDO SOBRE SILÍCIO COM A 
TÉCNICA DE SPRAY (A) REPRESENTAÇÃO DA RUGOSIDADE NA 







FIGURA 56 - DESLOCAMENTO DE FREQUÊNCIA DE RESSONÂNCIA EM (A) E 
DISSIPAÇÃO EM (B) EM FUNÇÃO DE CAMADAS DEPOSITADAS, DO 





(GML-AL/PLL) LBL DE GML-AL/PLL ADSORVIDO SOBRE CRISTAL 
DE OURO, E MEDIDOS POR QCM-D DADOS REFERENTES À 





FIGURA 57 - REPRESENTAÇÃO GRÁFICA DA ESPESSURA DOS FILMES 
OBTIDOS PELA TÉCNICA LBL, COMPOSTOS POR PELA MISTURA 
GALACTOMANANA-ALGINATO E QUITOSANA (GML-AL/CHI), 
APLICANDO OS MÉTODOS DE IMERSÃO (▲), DE SPRAY (❏) E 







FIGURA 58 - IMAGEM POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (2 X 2 µm) DO 
FILME LBL GALACTOMANANA-ALGINATO E QUITOSANA (GML-
AL/CHI) (40 CAMADAS) ADSORVIDO SOBRE SILÍCIO COM A 
TÉCNICA DE SPIN-COATING (A) REPRESENTAÇÃO DA 







FIGURA 59 - IMAGEM POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (2 X 2 µm) DO 
FILME LBL GALACTOMANANA-ALGINATO E QUITOSANA (GML-
AL/CHI) (40 CAMADAS) ADSORVIDO SOBRE SILÍCIO COM A 
TÉCNICA DE IMERSÃO (A) REPRESENTAÇÃO DA RUGOSIDADE NA 







FIGURA 60 - IMAGEM POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (2 X 2 µm) DO 
FILME LBL GALACTOMANANA-ALGINATO E QUITOSANA (GML-
AL/CHI) (40 CAMADAS)  ADSORVIDO SOBRE SILÍCIO COM A 
TÉCNICA DE SPRAY (A) REPRESENTAÇÃO DA RUGOSIDADE NA 







FIGURA 61 - DESLOCAMENTO DE FREQUÊNCIA DE RESSONÂNCIA EM (A) E 
DISSIPAÇÃO EM (B) EM FUNÇÃO DAS CAMADAS DEPOSITADAS 
DO FILME LBL GALACTOMANANA-ALGINATO E QUITOSANA (GML-
AL/CHI) FILME LBL DE GML-AL/CHI ADSORVIDO SOBRE CRISTAL 
DE OURO, E MEDIDOS POR QCM-D. DADOS REFERENTES À 








FIGURA 62 - IMAGENS DE CÉLULAS HeLa CRESCIDAS NOS (A) FILMES 
MULTICAMADAS (10 MULTICAMADAS) DE (A) GML-AL/PAH, (B) 
GML-AL/PLL, (C) GML-AL/CHI, (D) GML-AL/PAH, APÓS 8 DIAS, (E) 






FIGURA 63 - ESQUEMA REPRESENTANDO OS FILMES MULTICAMADAS, 
FORMADOS PELAS DEPOSIÇÕES ALTERNADAS DE POLICÁTION E 
POLIÂNION, COM A ADSORÇÃO DE CÉLULAS SOBRE A 
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Os polissacarídeos são uma das mais abundantes e diversificadas famílias 
de biopolímeros. A estrutura primária dessas macromoléculas varia em composição, 
sequência, massa molar, configuração anomérica, posição de ligações e densidade 
de carga. Essas variações podem originar muitas formas de estruturas químicas e 
de conformação, as quais refletem em diferentes propriedades, que são importantes 
em muitas aplicações. As de interesse comercial cobrem o espectro de produtos 
químicos corriqueiros até especialidades químicas lucrativas para usos médicos e de 
alta tecnologia (YALPANI, 1988). Como exemplos de polissacarídeos que podem ter 
essas aplicações, estão as galactomananas e os alginatos, que foram os modelos 




As galactomananas (GM) são polissacarídeos extraídos de sementes de 
leguminosas e de algumas fontes microbiológicas, como fungos (DEA; 
MORRINSON, 1975) e liquens (WORANOVICZ, 1997). Nas leguminosas, são 
encontradas em maiores quantidades nas sementes da família Leguminosae (REID, 
1985) e em menores quantidades nas espécies das famílias Palmae, Annonaceae, 
Convolvulaceae e Loganiaceae (DEA; MORRINSON, 1975; DEY, 1978). 
As que constituem polímeros de reserva estão presentes em endospermas 
de algumas plantas onde, durante a germinação, esse carboidrato é metabolisado 
para fornecer produtos para o crescimento da planta (SINGHA; OBERLY; 
TOWSEND, 1987). A degradação da galactomanana no endosperma é feita pela 
ação combinada das enzimas α-galactosidase, β-mananase e β-manosidase 
manohidrolase (McCLEARY; AMADO; WAILEL, 1981). Portanto, dependendo da 
origem, podem ser encontradas com diferentes graus de substituição e massas 
molares, bem como em diferentes estruturas finas (WHISTLER, 1973).  




FIGURA 1 – IMAGENS DA LEGUMINOSA Leucaena leucocephala  
FONTE: TROPICAL FORAGES (2011) 
 
Estruturalmente (FIGURA 2), apresentam uma cadeia principal formada por 
unidades β (1→4) D-manose, as quais podem ainda ser substituídas na posição 6 
por α-D-galactose. A proporção de Man:Gal varia de acordo com a fonte de extração; 
porém, há uma predominância de D-manose (60-80%) sobre a D-galactose (40-20%) 
(WHISTLER, 1973).  
De acordo com as propriedades físico–químicas que esses polissacarídeos 
apresentam, podem ser usados como agentes espessantes, estabilizantes, 
emulsificantes e floculantes (VIEBKE; PICULELL, 1992; ZHAN et al., 1993; 
SORVARI et al., 1997), o que o faz um material de escolha em indústrias 
alimentícias, cosméticas, farmacêuticas e têxteis (SHOBHA et al., 2005).  
 
 
FIGURA 2 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA ESTRUTURA PARCIAL DA 
GALACTOMANANA DE ALFARROBA E DE GOMA -TARA  
FONTE: SITTIKIJYOTHIN; TORRES; GONÇALVES (2005) 
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Duas galactomananas são comercializadas em grandes quantidades: a 
goma-guar, a partir de sementes de Cyamopsis tetragonolobus, e a alfarroba a partir 
de sementes de Ceratonia siliqua. Outras gomas como a tara e a fenugreek obtidas 
de sementes de Caesalpinia spinosa e Trigorella Foenum-graecum, 
respectivamente, também são comercializadas em menores quantidades 
(GLICKSMAN, 1986; HERALD, 1986; MAIER et al., 1993). 
A galactomanana contribui para a geleificação de soluções quando participa 
sinergicamente de interações com outros polissacarídeos como o ágar, carragenana 
e a xantana (VIEBKE; PICULELL, 1992; ZHAN et al., 1993). O sinergismo depende 
do grau de substituição da cadeia principal (DEA; MORRINSON, 1975). A habilidade 
das galactomananas interagirem com outros polímeros é, geralmente, influenciada 
pela menor quantidade de unidades de galactose (MORRIS, 1990). 
Estudos com diferentes espécies de sementes foram realizados pelo Grupo 
de Carboidratos Vegetais da Universidade Federal do Paraná. Estruturas químicas 
de galactomananas de Mimosa scabrella, Stryphnodendron barbatiman e 
Schizolobium parahybum foram estudadas por Ganter et al. (1993). Petkowicz et al. 
(1998) isolaram e estudaram as galactomananas obtidas de Schizolobium 
amazonicum e de Schizolobium parahybum. Ganter et al. (1995) estudaram a 
hidrólise enzimática da galactomanana de M. scabrella, Vargas-Rechia et al. (1995) 
extraíram e estudaram a galactomanana extraída de sementes de Senna multijuga.  
Complexos de galactomananas extraídas de Cassia fastuosa e Leucaena 
leucocephala com íons Cu2+ foram analisados por Mercê et al. (1998). Noleto et al. 
(2009) avaliaram a toxicidade do complexo formado por duas galactomananas 
extraídas de M. scabrella com o oxovanádio.  
As propriedades reológicas de geleificação, com outros polissacarídeos, de 
galactomanana de C. fastuosa e L. leucocephala foram estudadas por Amaral 
(1998). Interações entre galactomanana de M. scabrella e xantana foram avaliadas 
através de ensaios reológicos em meio aquoso e em meio contendo NaCl por 
Bresolin et al. (1997) e por Koop et al. (2009) que estudaram as propriedades 
reológicas de um gel hidro-alcóolico. Vendruscolo et al. (2009a) pesquisaram a 
aplicabilidade dessa mistura na liberação controlada de teofilina. A extração da 
galactomanana de M. scabrella em escala industrial foi explorada por Vendruscolo et 
al. (2009b). Lucyszyn (2004) testou a substituição parcial de ágar por 
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galactomananas extraídas de L. leucocephala e C. fastuosa para obtenção de géis, 
os quais foram aplicados para o cultivo de células vegetais (LUCYSZYN et al., 2006) 
e parte do meio de cultura usado para regeneração de gomas de folhas de tabaco 
(LUCYSZYN et al., 2007). 
Estudos de galactomananas modificadas foram realizados por Lima et al. 
(1996), que descreveram o comportamento de derivados sulfatados de 
galactomananas de sementes de Caesalpinia leiostachya; e Germano (1996) 
analisou a atividade anticoagulante de galactomananas sulfatadas de M. scabrella e 
de C. fastuosa. A estrutura química da galactomanana de sementes de Caesalpinia 
ferrea e a sua modificação por oxidação foram estudadas por Souza et al. (2010, 
2011). Propriedades biológicas foram analisadas por Pires et al. (2001), com a 
sulfatação da galactomanana extraída de sementes de Senna macranthera onde 
obtiveram um ativo heparinóico. Derivados oxidados e anfifílicos foram sintetizados 
para galactomananas de sementes de L. leucocephala (SIERAKOWSKI et al., 2000). 
Esses e os oriundos da oxidação da galactomanana de C. fastuosa foram aplicados 
para obtenção de filmes como suporte para adesão de albumina (SIERAKOWSKI et 
al., 2002). Ono et al. (2003) verificaram possíveis propriedades antivirais da 
galactomanana sulfatada de sementes de M. scabrella e L. leucocephala e Chrestani 
et al. (2009) avaliaram as propriedades anti-herpética e anti-rotaviral.  
Estudos de Valenga et al. (2011) mostraram a interação entre a  
galactomanana de sementes de L. leucocephala com o alginato de sódio. Análises 
de viscosidade identificaram uma interação entre esses dois polissacarídeos quando 
se utilizou uma mistura de concentração final de 15 mg/mL, contendo 50% de 
galactomanana e 50% de alginato. Um aumento na viscosidade e a formação de gel 
foram verificados quando houve a adição de 45 mMol/L de íons cálcio ao sistema. A 
partir dessas misturas, nanopartículas foram feitas, nas quais foi incorporada a 
albumina (ALB). Micrografias de microscopia eletrônica de varredura (MEV) e 
microscopia de força atômica (AFM) demonstraram a formação de esferas de 
diâmetro de escala micro e nanométrica e, também, o encapsulamento da proteína. 
O encapsulamento da ALB nas esferas foi feito para avaliar possíveis aplicações do 
sistema ternário na liberação controlada de medicamentos e/ou na formação de 
cápsulas contendo proteína adsorvida. Outros trabalhos da literatura envolvendo os 
alginatos serão descritos a seguir. 
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1.1.2 Alginato de sódio 
 
Alginatos são polissacarídeos estruturais extraídos de diferentes espécies de 
macroalgas, principalmente algas marrons, tais como, Laminaria hyperborea, 
Ascophyllum nodosum e Macrocystid pyrifer (GOMBOTZ; WEE, 1998), onde 
constituem parte da matriz extracelular. Podem também ser encontrados em algumas 
bactérias, como na Azobacter vinelandii, e algumas espécies de Pseudomonas 
(MOE; SKJAAK-BRAEK; SMIDRØD, 1993) como polímero extracelular.  
Quimicamente os alginatos são polissacarídeos aniônicos com uma 
estrutura (FIGURA 3) linear compreendida por ligações glicosídicas β(1→4) de 
unidades de D-ácido manurônico e α-L-gulurônico (ZHANG; CHENG; YING, 2006), 
as quais podem variar nas proporções relativas e nas sequências, arranjadas em 
blocos ao longo da cadeia. A composição e tamanho desses blocos, juntamente com 
a massa molar determinam as propriedades físico-químicas dos polissacarídeos. A 
variabilidade molecular depende do local fisiológico nas algas de onde o alginato foi 
extraído (GOMBOTZ; WEE, 1998). A sequência da composição dos 
monossacarídeos e a massa molar são importantes fatores para determinar as 
propriedades físicas de um gel formado pelos alginatos (LIEW et al., 2006). 
A                                                             B 
 
 
FIGURA 3 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA ESTRUTURA DO ALGINATO, A: UNIDADES 
DE ÁCIDO D-MANURÔNICO; B: UNIDADES DE ÁCIDO L-GULURÔNICO 
FONTE: MACGREGOR; GREENWOOD (1980) 
 
 
Em presença de íons divalentes, o alginato de sódio pode, através de um 
processo de ligação cruzada, trocar o íon sódio de sua estrutura por um íon 
divalente, geleificando o meio em que se encontra. Os cátions monovalentes e o íon 
Mg2+ não induzem a essa geleificação. Íons como Pb2+, Cu2+, Cd2+, Co2+, Ni2+, Zn2+ e 
Mn2+ possuem uso limitado por apresentarem certa toxicidade (GOMBOTZ; WEE, 
1998). Na maioria das vezes, essa reticulação, isso é, ligações cruzadas entre 
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polímero e os íons, formando uma estrutura tridimensional é feita ao se trocar o íon 
Na+ dos ácidos gulurônico com cátions divalentes formando uma estrutura do tipo 
caixa de ovo (FIGURA 4). Os cátions divalentes ligam-se aos blocos de ácidos α-L-
gulurônico de uma maneira cooperativa que pode ter mais de 20 monômeros 
associados. Cada cadeia de alginato pode dimerizar para formar junções com muitas 
outras cadeias resultando na formação de um gel (GOMBOTZ; WEE, 1998).  
 
 
FIGURA 4 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA TIPO CAIXA DE OVO DA ASSOCIAÇÃO ENTRE 
SEQUÊNCIAS POLI – L – GULURONATO DO ALGINATO RETICULADA COM ÍONS 
CÁLCIO  
FONTE: REES (1981)  
 
Géis podem ser formados ao gotejar uma solução de alginato de sódio em 
uma solução contendo cátions divalentes (OUWERX et al., 1988). O diâmetro das 
partículas formadas é dependente do tamanho do diâmetro da agulha usada para 
gotejar a solução e da viscosidade da solução de alginato. Maiores diâmetros e 
viscosidades mais altas produzem partículas maiores. Os géis de alginato são 
estáveis entre uma faixa de temperatura de 0-100°C, apesar do seu módulo de 
rigidez diminuir com o aumento da temperatura (GACESA, 1988).  
Indústrias farmacêuticas, biomédicas e biotecnológicas têm apresentado 
interesse no uso do alginato (SHILPA; AGRAWAL; RAY, 2003). Algumas 
propriedades exploradas são a capacidade de agir como espessante, geleificante e 
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agente coloidal (LIEW et al, 2006). Além de propriedades de imunogenicidade 
(GOMBOTZ; WEE, 1998), de biocompatibilidade (EISELT et al., 2000), bioadesão 
(PEPPAS; BURI, 1985) e de baixa toxicidade (SMIDSRØD; SKJAAK-BRAEK, 1990).  
Aplicações cirúrgicas também podem ser feitas ao se utilizar o alginato em 
reparações de tecidos celulares (CHO; OH; LEE, 2010), em hemorragias capilares e 
tratamento de queimaduras (BLAINE, 1947). Géis podem ser aplicados na superfície 
ocular, onde o α-L-gulurônico complexa com os íons cálcio presentes na lágrima e 
atuam na liberação controlada de medicamentos oculares (COHEN et al., 1997).  
Em liberação controlada de medicamentos já foi descrito o uso de sistemas 
que contenham alginato de sódio (GOMBOTZ; WEE, 1998; VEDHA; BRAHMA; 
SAMYUKTHA, 2010). Há estudos, também, em que utilizam o alginato para 
liberação controlada de medicamentos por via oral, em que esse sistema apresenta 
uma resistência ao ácido gástrico (STOCKWELL; WALKER, 1986). 
Atualmente, é ampla a utilização de micro e nanoesferas de alginato 
associadas com proteínas. Interações entre a albumina e alginato foram descritas 
por Neiser, Draget e Smidsørt (1999) e Leonard et al. (2004). Estudos de partículas 
contendo insulina foram realizados por Silva et al. (2006) e Sarmento et al. (2006), 
assim como interações em micro e nanopartículas de uma mistura de 
alginato/quitosana (PAN et al., 2002; AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 
2004) e alginato/agarose (SAKAI; HASHIMOTO; KAWAKAMI, 2006). Filmes de 
alginato ligados por ligações cruzadas com albumina foram estudados como base 
para sensores biomoleculares (BAYER; HERRERO; PEPPAS, 2011) ao testar o 
reconhecimento da proteína ligada ao filme. 
A adesão celular foi testada, por exemplo, com células para regeneração 
cardíaca, em que foi usado o alginato ligado a peptídeos (SAPIR; KRYUKOV; 
COHEN, 2011), com condrócitos, que aderiram ao alginato ligado à aminoácidos 
(Arginina-Glicina-Aspargina) (JEON et al., 2010) e a mistura de alginato/quitosana 
(LI et al., 2008). 
Estudos de alginato na formação de filmes finos com multicamadas também 
já foram descritos em combinação com poli-L-lisina (ELBERT; HERBERT; HUBBEL, 
1999); com quitosana (GASEROD; SMIDSRØD; SKJAAK-BRAEK, 1998) e com 
carragenana (XU; BARTLEY; JOHNSON, 2003). A seguir, serão descritas algumas 
características e técnicas envolvendo a obtenção de nanofilmes. 
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1.2 NANOFILMES 
 
Conforme a classificação métrica há principalmente dois tipos de filmes, os 
filmes finos, cuja espessura média possui valores entre 50 a 200 nm e os ultrafinos, 
ou também chamados de nanofilmes, que possuem uma espessura inferior a 10 nm. 
Os nanofilmes podem ainda se apresentar como nanoestruturados, através dos 
quais é possível controlar a espessura e as propriedades em nível molecular, e que 
tem grande importância entre as tecnologias modernas. As dimensões moleculares 
dos filmes ultrafinos restringem o uso de moléculas específicas que podem adsorver 
em sua superfície.  
No campo de biomateriais, várias estratégias são usadas para tornar o 
material utilizado em biologicamente ativo. Um dos métodos utilizados para a 
incorporação de biomoléculas em um biomaterial consiste em direcioná-las 
diretamente na superfície de revestimento do material (CHLUBA et al., 2001). A 
formação de filmes finos sobre superfícies sólidas tem grande importância 
tecnológica, como no desenvolvimento de biossensores (DAVIS; HIGSON, 2005), 
imunoensaios (OSTROFF et al., 1998) e em aplicações biomédicas, ao revestir e 
funcionalizar biomateriais, através da deposição de proteínas (CARUSO et al., 
1997), DNA ou outras nanopartículas (ZHANG et al., 2005).  
Em  biosensores, a aplicação dos filmes finos e ultrafinos é amplo e variado.  
Geralmente, as análises realizadas pelos biossensores são simples e muitas vezes, 
podem ser feitas sem a utilização de reagentes. Para qualquer sensor, a velocidade 
da resposta é importante, assim como a difusão das moléculas do analito que 
devem reagir com o componente ativo sensível e ainda, o produto dessa reação 
deve ser visível. Portanto, quanto mais fina for a camada do filme, menos tempo 
será necessário para realizar as análises (DAVIS; HIGSON, 2005).  
Filmes finos permitem adsorver em seu interior moléculas de importância 
biológica, como proteínas, peptídeos, lipopolissacarídeos e medicamentos. A 
adsorção de polissacarídeos em substratos sólidos fornece uma boa base para a 
imobilização dessas biomoléculas. 
Algumas estratégias para a obtenção de filmes finos podem ser adotadas. 
Assim, a deposição por Langmuir-Blodgett (LB), monocamadas automontadas 
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(SAM) e técnicas de automontagem (layer by layer - LBL) são os exemplos mais 
conhecidos para a sua obtenção.  
 
1.2.1 Filmes por Langmuir-Blodgett  
 
A técnica de LB foi a primeira que conseguiu formar filmes em escala 
nanométrica. Trabalhos iniciais sobre estruturas de monocamadas foram 
desenvolvidos por Langmuir (1916) que espalhou moléculas anfifílicas em superfície 
de água. Posteriormente, em colaboração com Katherine Blodgett, transferiram 
essas monocamadas para uma superfície sólida (BLODGETT; LANGMUIR, 1937).  
Na técnica LB, inicialmente, o material é dissolvido em solvente volátil e 
espalhado sobre uma subfase aquosa (geralmente água purificada). O solvente é 
evaporado, deixando uma camada desordenada de moléculas anfifílicas. Através de 
barreiras móveis, a camada monomolecular na interface ar/água denominada filme 
de Langmuir é comprimida até um estado condensado. Pode-se realizar a 
transferência do filme para um substrato sólido por meio de imersão e da retirada 
desse substrato. Imersões e retiradas subsequentes do mesmo substrato permitem 
produzir nanoestruturas com mais de uma camada e diferentes ordenamentos 
(DÚRAN; MATTOSO; MORAIS, 2006). Tem-se assim um filme com espessura 
controlada no nível molecular, pelo número de camadas ou mesmo pelo tamanho 
das moléculas em cada camada.  
Com a técnica de LB pode-se promover um nível de controle de posição e 
orientação das moléculas, que não é possível em outras técnicas (CLEMENTE-
LEON et al., 2005). Por isso, a técnica LB é a metodologia de escolha para produção 
de filmes com arquiteturas específicas, tais como quimiosensores, dispositivos 
eletrônicos e filmes baseados em lipídeos e derivados (ULMAN, 1991; TALHAM, 
2004; REICHART; BRUCKNER; JOSEPH, 1987). Apesar de ser tradicionalmente 
usada para organizar moléculas orgânicas anfifílicas, foi mostrado que uma grande 
variedade de complexos inorgânicos com usos magnéticos e de condutividade 
podem ser feitos a partir da técnica LB. 
As desvantagens dessa técnica são requerer um equipamento especial, a 
Cuba de Langmuir (FIGURA 5) e apresentar algumas limitações com relação ao 
tamanho do substrato, topologia e também a qualidade e estabilidade do filme, pois 
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algumas biomoléculas resultam de uma atração física fraca dentro desses filmes 
(DECHER, 1997). Além de ser uma técnica restrita às moléculas anfifílicas, capazes 
de formar camadas em interfaces líquido-vapor (ZASADZINSKI et al., 1994), e que 
podem também ser embebidas dentro do filme.  
 
 
FIGURA 5 - CUBA DE LANGMUIR E SEUS ACESSÓRIOS UTILIZADOS NA FABRICAÇÃO DE 
FILMES DE LANGMUIR E LB 
FONTE: DÚRAN; MATTOSO; MORAIS (2006)  
 
1.2.2 Monocamadas automontadas 
 
As monocamadas automontadas, ou do inglês, self-assembled monolayers 
(SAM), são outro tipo de formação de filmes finos, mais especificamente, filmes 
orgânicos (FIGURA 6). SAMs são agrupamentos moleculares ordenados formados 
por moléculas anfifílicas em superfície sólida, que se formam espontaneamente em 
uma fase de solução ou em fase de vapor. O método é simples e há uma grande 
interação entre o adsorvente e o substrato, já que as moléculas orgânicas são 
quimioadsorvidas sobre a superfície. Ocorre uma interação cadeia-cadeia, 
envolvendo forças hidrofóbicas e van der Walls que garantem o empacotamento e a 
estabilidade da monocamada (ISRAELACHVILLI, 1994). Geralmente, SAMs com 
diferentes grupos terminais podem ser preparadas, o que aumenta a variedade de 
aplicações para esses filmes. Além disso, SAMs podem ser montadas em diferentes 
objetos, com diferentes formas e tamanhos, e não apenas em superfícies planas 
(MARTIN et al., 1999; AZZARONI et al., 2004).  
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Atualmente, as SAMs mais estudadas compreendem em monocamadas 
formadas por alcanotióis ou camadas com compostos contendo enxofre em 
superfícies de metais ou semicondutores. A sua principal aplicabilidade é no campo 
de sensores, na prevenção de corrosão, construção de nanodispositivos, implantes 
médicos e na farmacologia (LOVE et al., 2005; GATES et al., 2005). Em todas essas 
aplicações, as SAMs atuam como interfaces entre materiais de diferentes 
propriedades físicas e químicas: em um lado metais, semicondutores ou materiais 
inorgânicos, do outro lado materiais orgânicos e biológicos (VERICAT; VELA; 
SALVAREZZA, 2005).  
 
FIGURA 6 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA FORMAÇÃO DE SAM, EM QUE O 
SUBSTRATO É COLOCADO EM UMA SOLUÇÃO CONTENDO MOLÉCULAS 
ANFIFÍLICAS. APÓS CERTO TEMPO, MONOCAMADAS SÃO FORMADAS 
ESPONTÂNEA E ORDENADAMENTE  
FONTE: Adaptado de PHYSICAL INORGANIC CHEMISTRY, TECHNISCHE UNIVERSITÄT WIEN 
(2011) 
 
Na técnica de SAM, uma das desvantagens é que poucos materiais 
biológicos podem ser adicionados aos filmes devido à natureza das monocamadas, 
pois as SAMs são fabricadas pela adsorção de tióis em substratos de metal nobre ou 
por silanos em superfícies de sílica, além de formar filmes pouco estáveis em 
condições biológicas ambientais (TANG et al., 2006). 
Apesar das técnicas LB e SAM terem capacidades de imobilizar proteínas e 
células em superfícies e serem usadas em biocatálise, liberação de medicamentoos 
ou na engenharia de tecidos (MRKSICH, 2000; MRKSICH; WHITESIDES, 1996; 
EROKHIN, 2002; SENARATNE; ANDUZZI; OBER, 2005), ambas possuem 
desvantagens intrínsecas que as limitam para o uso no campo da biologia.  
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1.2.3 Filmes por automontagem (layer by layer - LBL) 
 
Há aproximadamente 20 anos, a técnica LBL foi introduzida por Decher, 
Hong e Schimtt (1992) como um novo método de fabricar filmes finos e funcionalizar 
superfícies, planares ou não. Além de filmes LBL, pode-se obter também, por 
exemplo, nanopartículas (SCHNEIDER, G., 2006), nanotubos (AI et al., 2003a) e 
colóides (WANG; ANGELATOS; CARUSO, 2008).  
A LBL é uma técnica que independe da natureza, da topologia e do tamanho 
do substrato, onde diferentes tipos de substratos podem ser utilizados para o 
crescimento de multicamadas. Essa técnica utiliza a atração eletrostática entre 
compostos de cargas opostas. A FIGURA 7 explica o processo de formação das 
camadas, em que uma camada de poliânion é depositada sobre uma de uma de 
policátion. Uma atração faz com que as moléculas sejam adsorvidas umas sobre as 
outras e, com uma repetição cíclica, pode se ter a formação de um filme com várias 
camadas.  
As forças de formação dos filmes de LBL não estão limitadas às interações 
eletrostáticas. O crescimento de filmes baseados em ligação de hidrogênio 
(STOCKTON; RUBNER, 1995), transferência de cargas (SHIMAZAKI et al., 1997), 
ligações covalentes (BRYNDA; HOUSKA, 1996), reconhecimento biológico (ANZAI 
et al., 1999) e interações hidrofóbicas (KOTOV, 1999) já foram demonstrados. 
Como a maioria dos biomateriais apresenta cargas em sua superfície, esses 
são facilmente adsorvidos em multicamadas de LBL, algo já demonstrado, por 
exemplo, com filmes de proteínas (LVOV et al. 1995), DNA (LVOV; DECHER; 
SUKHORUKOV, 1993) e polissacarídeos carregados (ZHANG et al., 2005; 
SCHNEIDER  et al., 2007; MARTINS et al., 2010). 
 
1.2.3.1 Deposição de filmes LBL por imersão 
 
Há diferentes maneiras de se fazer um filme LBL, porém todas simples. A 
FIGURA 7A mostra a técnica de imersão, em que o substrato é imerso em uma 
solução contendo o polieletrólito que se deseja adsorver sobre a placa. Após certo 
tempo para adsorção do polieletrólito, esse substrato, contendo uma monocamada é 
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lavado e imerso na solução do outro eletrólito. Lava-se novamente e repete-se o 





FIGURA 7 - (A) ESQUEMA DO PROCESSO DE DEPOSIÇÃO POR IMERSÃO DE DUAS 
SOLUÇÕES DIFERENTES. ETAPAS 1 E 3 DEMONSTRAM DEPOSIÇÃO DE 
POLIÂNION E DE POLICÁTION, RESPECTIVAMENTE; ETAPAS 2 E 4 
REPRESENTAM LAVAGEM. ESSAS 4 ETAPAS SÃO OS PROCESSOS BÁSICOS DA 
DEPOSIÇÃO. (B) ILUSTRAÇÃO SIMPLIFICADA DE DUAS ETAPAS DE ADSORÇÃO, 
INICIANDO COM UM SUBSTRATO POSITIVO E UMA SOLUÇÃO NEGATIVA   
FONTE: Adaptado de DECHER (1997) 
 
A imersão é a técnica mais usada em LBL devido à facilidade das etapas e 
materiais necessários para realizá-la. Há alguns parâmetros que devem ser 
otimizados para garantir a qualidade e eficiência da técnica como o tempo de 
imersão nos polieletrólitos, o tempo de lavagem, a concentração das soluções, a 
força iônica, o pré-tratamento do substrato, a temperatura, o pH e o processo de 
secagem (DUBAS; SCHLENOFF, 1999; SILVA et al., 2008; SILVA; MIRANDA, 
2009). Apesar dessas vantagens, a técnica de imersão tem algumas limitações, por 
exemplo, dependendo da cinética de adsorção, o tempo de imersão pode ser muito 
longo, ou ainda, alguns materias podem dessorver durante a lavagem, 
contaminando as soluções. 
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1.2.3.2 Deposição de filmes LBL por spray 
 
A deposição de filmes LBL por spray foi introduzida por Schlenoff, Dubas e 
Farhat (2000) e consiste em vaporizar soluções poliméricas em um substrato fixado 
verticalmente (FIGURA 8). O tempo de deposição reduz de aproximadamente 20 
minutos/camada obtida em imersão, para até 5 segundos/camada (IZQUIERDO et 
al. 2005). Os filmes obtidos pela técnica LBL de spray são mais finos, porque as 
gotas hidrodinâmicas, que são depositadas no substrato e que irão aderir às 
camadas, parecem ter um estado de adsorção diferente daquele obtido quando o 
substrato simplesmente é imerso na solução. Assim como nas outras técnicas, uma 




FIGURA 8 – PROCESSO DE DEPOSIÇÃO LBL ATRAVÉS DE SPRAY. 1 INDICA DEPOSIÇÃO DE   
POLIÂNION, 2 E 4 INDICAM A LAVAGEM E 3 DEPOSIÇÃO DE POLICÁTION 
FONTE: BENKIRANE-JESSEL et al. (2007) 
 
Os filmes preparados por LBL spray são mais estratificados, mais finos e 
menos rugosos do que os preparados por imersão (KOLASINSKA, 2009). A 
desvantagem com relação à técnica de imersão é que a cada spray há perda de 
material que não adsorve no substrato o qual é drenado da superfície. Porém, a 
redução do tempo de deposição e a facilidade fazem com que essa metodologia 
seja aplicada em diversos produtos, como filmes de polieletrólitos (MJAHED et al., 
2009), nanopartículas (FÉLIX et al., 2009), nanofios (SUZUKI et al., 2009), íons 
metálicos (KROGMAN; LYON; HAMMOND, 2008), enzimas (BRUENING; 
DOTZAUER, 2009) e células (GROSSIN, 2009).  
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1.2.3.3 Deposição de filmes LBL por revestimento rotacional (spin coating) 
 
O revestimento rotacional (spin coating) para produzir filmes LBL foi 
inicialmente introduzido em 2001 (CHO et al., 2001; CHIARELLI et al., 2001). Essa é 
uma técnica simples em que uma solução contendo amostra é gotejada na 
superfície de um substrato, que está colocado sobre um anteparo rotacional 
(FIGURA 9). O sistema é então girado a uma dada velocidade angular durante certo 
período de tempo. Através da força centrífuga, a amostra é espalhada sobre o 
substrato formando um filme fino, homogêneo e com espessuras reprodutíveis e 
controladas. Dessa maneira, pode-se adicionar ao filme, quantas camadas se 
desejarem. A espessura do filme é controlada pela concentração do polímero em 
solução, massa molar do polímero (SCHUBERT, 1997; SCHUBERT; DUNKEL, 
2003), velocidade angular (HALL; UNDERHILL; TORKELSON, 1998), tempo de 
rotação (GU; BULLWINKEL; CAMPBELL, 1996) e taxa de evaporação do solvente 





FIGURA 9 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO PREPARADO DE FILMES FINOS E 
HOMOGÊNEOS POR REVESTIMENTO ROTACIONAL (SPIN COATING) SOBRE 
LÂMINAS DE Si 
FONTE: KOSAKA (2007)  
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Por haver pouco tempo de contato entre a solução e o substrato, essa 
técnica permite uma deposição de quantidades controladas de material mais rápida 
do que a técnica de imersão. Além disso, os filmes produzidos por spin LBL são 
mais ordenados internamente do que os filmes de imersão (VOZAR et al., 2009). 
Como uma poderosa técnica de modificação e funcionalização de 
superfícies, a LBL não apresenta limitações quanto ao uso de substratos, contanto 
que a superfície seja capaz de interagir com a primeira camada depositada. Óxido 
de silício é um dos substratos mais usados por possuir grupos silanol, que permitem 
adsorção da primeira camada, pelas propriedades refractivas que facilitam a medida 
de características dos filmes e por ser a superfície lisa, o que permite o estudo por 
técnicas de imagens. Vidros ou quartzo também podem ser substratos, permitindo 
acompanhar o crescimento do filme por técnicas espectroscópicas de UV-Vis 
(DECHER; HONG; SCHIMTT, 1992). O ouro (WANG et al., 2009), a mica (KUMARA; 
TRIPP; MURALIDHARAN, 2007) e a bolacha de silício (YANG et al., 2009) são 
outros exemplos de superfícies usadas. 
A LBL é uma técnica amplamente empregada em diversos campos 
utilizando diversos materiais. Já foi descrita a incorporação em seus filmes de 
vesículas de lipídeos (MORAES et al., 2010); polipeptídios (BOULMEDAIS et al., 
2003); ácidos nucleicos ou DNA (BLACKLOCK et al., 2010) e proteínas (MARTINS 
et al., 2010). Também foi estudado o emprego de LBL para mimetizar estruturas e 
funções de materiais naturais, como conchas do mar que possuem fortes 
propriedades mecânicas (KOTOV et al., 1997), as superfícies super-hidrofóbicas 
similares as da folha de lótus (ZHAI et al., 2004), membranas artificiais 
fotossintéticas (HE et al., 1998) e biomotores com a motilidade de actina-miosina 
(JABER; CHASE; SCHLENOFF, 2003). A partir de filmes de LBL também foram 
feitos biossensores com enzimas (CALVO; DANILOWICZ; WOLOSIUK, 2002; 
CARUSO et al., 1997), proteínas (HE; HU, 2004), ácidos nucleicos (RUSLING, 
2004), compostos inorgânicos e orgânicos (LIU; KURTH; VOLKMER, 2002; RAM et 
al., 2005). As aplicações desses filmes foram testadas na área biológica, para 
liberação controlada de medicamentos (ARIGA et al., 2011) e adesão celular 
(JESSEL et al., 2003).  
Na área de biopolímeros, já foi descrito na literatura a formação de filmes 
finos de alginato com compósitos (PONGJANYAKUL; PUTTIPIPATKHACHORN, 
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2008); com quitosana (MAURSTAD et al., 2008); com uréia (HAIDARA; AYDA; 
VIALLIER, 2004); com poli-L-lisina (MJAHED et al., 2008); no encapsulamento de 
dextrana (SRIVASTAVA; McSHANE, 2005). A seguir, serão descritos alguns estudos 
rdescritos na literatura envolvendo a adsorção de proteínas e de células sobre filmes 
finos constituídos de carboidratos. 
 
1.2.4 Adsorção de proteínas, vírus e células sobre os nanofilmes 
 
1.2.4.1 Concanavalina A 
 
As proteínas podem integrar a superfície do filme sem haver, 
necessariamente uma ligação covalente com o polieletrólito. Um exemplo de 
proteína utilizada na funcionalização desses filmes é a Concavalina A (ConA). A 
ConA é uma lectina extraída de sementes da leguminosa Concanavalia ensiformis, 
de feijão de porco, com massa molar do tetrâmero de aproximadamente 100.000 
g/Mol. As lectinas são uma família de proteínas que possuem 4 sítios iguais de 
ligação com açúcares como com a D-manose e com a D-glucose (SATO; KODAMA; 
ANZAI, 2005), propriedade essa muito explorada, principalmente, no campo de 
biossensores. As constantes de ligação da ConA para a D-glucose foi relatada como 
sendo 0,8 x 103 M-1 e para a D-manose como 2,2 x 103 M-1 (SCHWARZ et al., 1993; 
MANDEL; KISHORE; BREWER, 1994). Porém, as ligações com os açúcares 
requerem a presença de íons Ca2+ e Mn2+. 
A interação carboidrato-lectina tem sido usada em técnicas de 
imunossensores para identificar patógenos e espécies virais que expressem 
carboidratos em sua superfície. Por exemplo, técnicas imunoenzimáticas (ELISA) 
usando lectinas imobilizadas foram desenvolvidas para detecção do vírus humano 
de imunodeficiência (HIV) (SAIFUDDIN et al., 2000). Esses métodos são baseados 
na seletividade das lectinas, como a ConA em se ligar as glicoproteínas presentes 
no envelope das superfícies dos antígenos (REVELL et al., 1998). 
Trabalhos anteriores mostraram a adsorção de ConA em uma monocamada 
composta pela mistura de xilogucana e alginato de sódio, na qual houve adsorção 
irreversível da proteína em pH 5, formando uma monocamada homogênea 
(PEREIRA et al., 2008). Outro trabalho mostrou a adsorção de ConA sobre goma de 
  18 
cajueiro, previamente adsorvida em uma camada amino-terminal (MACIEL et al., 
2007), em que apesar da goma ser predominantemente composta por galactose, a 
presença de glucose na cadeia lateral favoreceu a interação com a ConA. Partículas 
híbridas de poli(metil-metacrilato)/carboximetilcelulose (CASTRO; KAPPL; PETRI, 
2005) foram desenvolvidas e fixadas em cantilever de microscopia de força atômica 
e a interação destas moléculas com os filmes monocamadas de ConA formadas 





Outro exemplo de proteína utilizada na adsorção e formação de filmes finos 
é a albumina (ALB) (YAMPOLSKAYA; PLATIKANOV, 2006). A albumina sérica é a 
proteína mais abundante na circulação sanguínea. É uma proteína globular, formada 
por uma cadeia de polipeptídeo, com 585 aminoácidos, e é essencial para manter a 
pressão osmótica, para transportar hormônios, ácidos graxos, medicamentos e 
compostos hidrofóbicos. O seu estudo pode ser usado como uma base para 
pesquisa em filmes finos de modelos contendo multicamadas com biomoléculas 
adsorvidas, o que fornece informações de aplicação, estabilidade e funcionalização 
de um biossistema (CARUSO; MÖHWALD, 1999a). Sierakowski et al. (2007) 
estudaram filmes feitos de monocamada das galactomananas oxidadas de C. 
fastuosa e de L. leucocephala, nos quais foi depositada a proteína BSA em função 
de diferentes pHs, obtendo um máximo de deposição no ponto isoelétrico da 
proteína.  
 
1.2.4.3 Partículas virais 
 
As partículas virais também adsorvem aos filmes formados originando 
dispositivos rápidos para diagnósticos de doenças. Um exemplo é a adsorção dos 
diferentes sorotipos do dengue. O vírus da dengue (DENV), membro da família 
Flaviridae gênero Flavivirus, é o responsável pela mais importante doença humana 
transmitida por mosquitos (REY, 2003). A incidência da febre epidêmica tem 
aumentado ao longo dos anos, tendo uma estimativa de mais de 100 milhões de 
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casos ocorrendo anualmente por todo mundo (MONATH, 1994). Além disso, a forma 
mais severa da doença, a dengue hemorrágica, tem tido aproximadamente 500.000 
casos por ano em todo mundo (WHO, 2011).  
Há quatro sorotipos conhecidos para o vírus da dengue: Dengue 1 (DENV-
1), Dengue 2 (DENV-2), Dengue 3 (DENV-3) e Dengue 4 (DENV-4) e, acredita-se 
que a dengue hemorrágica resulte de uma infecção sequencial de dois sorotipos 
diferentes, em um processo conhecido como anticorpos de reforço dependentes de 
infecção (ADE) (HALSTEAD, 1997). Portanto, formas de diagnósticos rápidos e 
específicas para cada tipo de vírus são importantes para o prognóstico e tratamento 
do paciente. Várias técnicas podem ser utilizadas no diagnóstico sorológico do vírus, 
entre elas a inibição de hemaglutinação, fixação de complemento, neutralização e 
ELISA; que detectam anticorpos das classes IgM e IgG. No entanto, esses testes 
não discriminam qual o sorotipo envolvido na doença.  
Xiloglucana de sementes de Tamarindus indica e alginato de sódio foram 
usados como suporte para imobilização de partículas do vírus da dengue, sendo o 
sorotipo DENV-4 o que apresentou a mais fraca adsorção (PEREIRA et al., 2008).  
Assim, os estudos da adsorção de proteínas em superfícies sólidas e das 
características dos filmes finos formados podem fornecer dados para 
desenvolvimento de dispositivos. Além do que, informações sobre ligações 
específicas entre carboidratos e proteínas podem ser usadas para maiores estudos 
em adesão celular e reconhecimento de patógenos pelo sistema imune através dos 




As propriedades das superfícies de substratos podem controlar efetivamente 
o comportamento da adesão de células, e essa adesão é um dos pontos críticos na 
preparação de dispositivos biomédicos (TANG et al., 2006). Muitos tecidos celulares 
são simplesmente não viáveis depois que dissociados ou suspensos em um fluido 
(DISCHER; JANMEY; WANG, 2005) sendo essa uma das razões em se estudar a 
adesão das células.  
A resposta celular ou uma interação com um biomaterial é modulado pelo 
fenômeno de adesão (LINEZ-BATAILLON et al., 2002). A adesão celular fornece 
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uma grande contribuição para manutenção de uma estrutura de tecido, para a 
promoção da migração celular e transdução da informação sobre o microambiente 
celular através da membrana plasmática (HUMPHRIES, 2001). 
A aderência das células a sólidos varia conforme a rigidez, topografia e 
espessura dos substratos (DISCHER; JANMEY; WANG, 2005). Algumas estratégias 
foram desenvolvidas para promover a adesão celular, como obtenção de filmes por 
reticulação pelo calor (YANG; MENDELSOHN; RUBNER, 2003), usando o composto 
químico carbodiimida (RICHERT et al., 2004a), acrescentando aos filmes peptídeos 
(PICART et al., 2005) ou moléculas de açúcar (SCHNEIDER, A. et al., 2006). Alguns 
estudos comparativos com células epiteliais mostraram que células apresentam 
comportamento de adesão difuso e dinâmico quando depositados sobre substratos 
de gel macios e com baixo grau de ligações cruzadas, e comportamento estável e 
focalizado quando depositado sobre géis rígidos e com alto grau de ligações 
cruzadas, típico de quando as células estão aderidas em vidro (PELHAM; WANG, 1997). 
A adesão celular em filmes formados por polímeros como poli-L-lisina, ácido 
poli-L-glutâmico, ácido algínico e ácido poli-galacturônico (PICART et al., 2005), 
ácido hialurônico (RICHERT et al., 2004b; SCHNEIDER et al., 2007), quitosana 
(RICHERT et al., 2004c) foram estudados.  
O desenvolvimento e o crescimento de filmes podem ser efetuados por 
algumas técnicas analíticas descritas a seguir. 
 




A técnica de elipsometria (AZZAM; BASHARA, 1977) consiste em medir a 
mudança do estado de polarização da luz após a reflexão, a partir de uma superfície 
isotrópica refletora. Um elipsômetro é um equipamento simples e sensível, que mede 
a espessura de um filme fino a partir de uma única camada até várias camadas. Os 
elipsômetros podem operar usando múltiplos ângulos e comprimentos de onda para 
determinar a espessura do filme de uma maneira muito sensível, alcançando uma 
escala de ângstons (Å). A FIGURA 10 mostra os elementos básicos que compõem o 
elipsômetro: a luz polarizada, dois polarizadores e um detector. A luz polarizada 
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emitida interage com superfície óptica e há um deslocamento de fase de ambos os 
componentes, paralelo e perpendicular, do plano de incidência. A quantidade 
refletida depende das propriedades ópticas do material de base, bem como da 
espessura e do índice de refração dos filmes (OSTROFF et al.,1998). 
 
 
FIGURA 10 - ILUSTRAÇÃO DE UM MODELO DE ELIPSÔMETRO MOSTRANDO O ESTADO DA 
LUZ POLARIZADA SENDO REFLETIDA E PERCEBIDA PELO DETECTOR 
FONTE: OSTROFF et al. (1998) 
 
As mudanças de fase (Δ) e de amplitude (ψ) da radiação após a reflexão são 
medidas com relação à radiação incidente. O Δ e ψ dependem do comprimento de 
onda da radiação (λ), do ângulo de incidência (Φ), da espessura (d) e do índice de 
refração (n) de um filme isotrópico e refletor, como mostra a equação fundamental 
da elipsometria (AZZAM, BASHARA, 1977) (eq. 1): 
 
                                                         Δ              tan ψ ei= f (n,d, Φ e λ)      (1) 
 
 
Através da equação 1, das relações de Drude e Fresnel, de cálculos 
iterativos e matrizes de Jones (AZZAM; BASHARA, 1977) pode-se obter os valores 
de n e d, independentemente. Quando as espessuras das camadas são muito finas 
(~ 1nm) ou quando o contraste óptico não é suficiente para que d e n sejam obtidos 
independentemente um do outro, então, usa-se o índice de refração fixo a partir de 
dados da literatura ou do fabricante, e determina-se a espessura do filme (dpoli).  
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1.3.2 Microscopia de força atômica  
 
A microscopia de força atômica (AFM) tem sido muito utilizada no estudo de 
polímeros por fornecer informações de topologias com resoluções atômicas, que não 
eram passíveis de se obter com o uso da microscopia eletrônica de varredura 
(BERNARDES FILHO; MATTOSO, 2003). O primeiro microscópio de tunelamento foi 
introduzido em 1986 por Binnig, Quate e Gerber (1986), o que lhes conferiu o prêmio 
Nobel em Física. O AFM é um instrumento que foi desenvolvido a partir dessa base 
do micorscópio de tunelamento e resumidamente mede a superfície topográfica de 
uma amostra varrendo-a com uma sonda (USHIKI et al., 1996). 
A AFM está incluída em um vasto grupo de técnicas nomeadas como 
microscopias de varredura (SPM) compostas basicamente por três unidades 
componentes: microscópio, o controle e o computador (FIGURA 11).  
 
FIGURA 11 – ESTRUTURA BÁSICA DE UM MICROSCÓPIO DE FORÇA ATÔMICA 
FONTE: Adaptado de USHIKI et al. (1996)  
 
A unidade composta pelo microscópio possui a sonda sensor ligada a um 
catilever que oscila. A sonda aproxima-se da amostra e a escaneia através de linhas 
paralelas. Durante a varredura da amostra, podem atuar forças de atração e de 
repulsão, que variam em função da distância entre o cantilever e a amostra 
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(BERNARDES FILHO; MATTOSO, 2003), produzindo uma deformação elástica no 
cantilever. Através de circuitos de retroalimentação, esse deslocamento do cantilever 
é detectado pela deflecção do feixe de laser e convertido em imagens por um 
programa computacional desenvolvido especificamente para esse fim. Uma 
varredura xyz piezoeletrônica é usada para controlar a posição a ser escaneada na 
amostra (USHIKI et al., 1996). 
Existem três diferentes tipos de modos operacionais em AFM, modo contato, 
modo contato intermitente e modo não contato, que variam conforme o tipo de forças 
envolvidas na varredura (FIGURA 12).  
 
 
FIGURA 12 – MAPA DE FORÇAS ENTRE AMOSTRA E SONDA EM FUNÇÃO DA DISTÂNCIA, 
CARACTERIZANDO OS DIFERENTES MODOS DE TRABALHO DO MICROSCÓPIO 
DE FORÇA ATÔMICA 
FONTE: BERNARDES FILHO; MATTOSO (2003) 
 
No modo contato a distância entre a ponta e a amostra é mínima, e o 
aparelho é operado na região repulsiva em que as nuvens eletrônicas da amostra e 
da ponta começam a repelir-se. A sonda contendo a ponta é arrastada sobre a 
superfície, mantendo constante a força exercida pelo cantilever sobre a amostra.  
No modo contato intermitente (tapping mode), a força sobre o cantilever 
oscila próxima à frequência de ressonância e o contato com a amostra é 
descontínuo. O cantilever, juntamente com a sonda, é colocada bem próxima à 
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amostra, até que o deslocamento contínuo e controlado do “scanner” piezo faça com 
que a sonda toque levemente a amostra. A amplitude de vibração do cantilever varia 
entre 20 e 100 nm, mas somente por um breve período do tempo total de vibração a 
sonda encosta na amostra.  
O modo não contato baseia-se na separação entre a sonda e a amostra, em 
torno de 10 a 100 nm. O escaneamento está na região atrativa onde forças de longo 
alcance interagirão, tais como interações de Van der Walls, eletrostáticas, e forças 
de dipolo magnético. As imagens são obtidas através de oscilações do cantilever 
sem, tocar na superfície da amostra. As forças de interação são controladas por 
alterações na frequência de ressonância do cantilever (BINNIG; ROHRER, 1987). 
O método escolhido para a varredura depende, entre outros fatores, da 
rigidez da amostra. O modo contato é o preferível quando se trabalha com amostras 
mais rígidas, e o modo contato intermitente é o método escolhido para amostras 
como polissacarídeos e macromoléculas biológicas flexíveis por ser menos 
destrutivo e fornecer informações suficientes sobre a superfície (WU et al., 2009).  
As duas imagens mais comuns são obtidas através dos modos de AFM 
contato ou contato intermitente. No modo contato, a quantidade da variação de z 
necessária para manter constante a força de interação é plotada versus as 
coordenadas x e y, produzindo então a chamada imagem de topografia. No modo 
contato intermitente o cantilever oscila, porém a amplitude dessa oscilação é 
mantida constante e a imagem é obtida ao plotar o deslocamento da amostra com 
relação à base do cantilever, necessário para manter constante a vibração da 
amplitude. O atraso de fase entre o circuito de condução e a vibração da ponta 
também é medido e usado para compor a imagem chamada de imagem de fase 
(LAL; RAMMACHANDRAN; ARNSDORF, 2010). As imagens finais produzidas 
apresentam as informações através de graduação de escala de cores. 
Atualmente, a AFM tem sido uma das escolhas para obter informações com 
relação à topologia de amostras como biopolímeros. Imagens em alta resolução de, 
por exemplo, DNA (THUNDAT; ALLISON; WARMACK, 1994; YANG; TAKEYASU; 
SHAO, 1992; FRITZSCHE; SCHAPER; JOVIN, 1994), proteínas (MÖLLER et al., 
1999) e polissacarídeos (LUCYSZYN et al., 2009; LUCYSZYN et al.; 2011; WU et 
al., 2009) foram obtidas, visto que essa técnica permite a visualização de materiais 
não condutores, e ainda, sem destruir ou provocar danos irreversíveis na amostra.  
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1.3.3 Microbalança de cristal de quartzo  
 
A microbalança de Cristal de Quartzo (ou QCM, do inglês: Quartz Crystal 
Microbalance) é uma técnica capaz de medir sensivelmente alterações de massas 
por unidades de área, através de variações na frequência de um cristal de quartzo 
ressonador. A ressonância é perturbada pela adição ou a remoção de pequenas 
quantidades de massa de um filme em crescimento sobre uma superfície de um 
ressonador acústico. Sendo assim, a QCM-D é usada para caracterizar interfaces de 
filmes formados. Pode ser usada para avaliar adsorção de proteínas, polímeros, 
lipídeos e até mesmo células. 
O princípio do QCM está relacionado com o efeito piezoelétrico, no qual 
certos materiais possuem a propriedade de gerar um campo elétrico quando são 
submetidos a deformações ou pressões externas. Variando a pressão mecânica, 
varia-se também a polaridade do campo elétrico gerado. Esse fenômeno é 
denominado efeito piezoelétrico direto. Quando há uma deformação mecânica 
através de uma variação no campo elétrico, tem-se o efeito piezoelétrico indireto. Os 
cristais que exibem esse efeito são chamados cristais piezoelétricos (VARELA; 
ALTA; TORRESI, 2000). Quando a perturbação elétrica tem as características 
adequadas (amplitude e frequência), o cristal oscilará mecanicamente em um modo 
ressonante (LU; CZANDERMA, 1984). 
Portanto, a QCM é uma técnica eletrogravimétrica utilizada para o 
acompanhamento das mudanças ocorridas na superfície de um transdutor 
piezoelétrico, após imobilização de um material (WATANABE, 2006), monitorando a 
frequência de oscilação do cristal de quarzto em função de uma massa aderida 
(rígida ou viscosa).  
A frequência de oscilação do cristal de quartzo é dependente da espessura 
do cristal. Durante uma operação normal, uma mudança na espessura correlaciona 
diretamente uma mudança na frequência. Uma massa depositada na superfície do 
cristal aumenta a espessura, consequentemente a frequência de oscilação diminui 
do valor inicial. A mudança na frequência pode ser quantificada e correlacionada 
através de uma equação matemática, descrita pioneiramente por Sauerbrey (1959) 
que propôs um modelo da proporcionalidade entre mudança na massa em um 
eletrodo oscilador de quartzo, em vácuo, e as associadas às mudanças na 
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onde Δf é a variação da frequência de ressonância em Hz, A é a área geométrica 
piezoeletricamente ativa em cm2, fO é a frequência fundamental do cristal, Δm é a 
variação da massa, µ é o modo de cisalhamento do quartzo e ρ é a densidade de 
massa do quartzo.  
No entanto, foi a partir da década de 80 que o uso do QCM começou a 
expandir-se com a aplicabilidade de QCM em meio liquido demonstrada por Nomura 
e Minemura (1980). O inconveniente foi que com a utilização de meios líquidos, a 
viscosidade e a elasticidade das amostras contribuiriam para a mudança na 
frequência, e violaram a equação de Sauerbrey que era usada apenas para meios 
rígidos. Isso levou a novas abordagens para caracterizar a massa depositada com 
perdas dissipativas devido ao caráter viscoelástico (DIXON, 2008).  
Por isso, em equipamentos de QCM mais modernos, além da variação da 
frequência acompanha-se também a dissipação do cristal após a excitação. Essa 
tecnologia é chamada de QCM-D, em que através do fator de dissipação obtém-se 
informações com relação a mudanças de conformação, rigidez e viscoelasticidade 
das moléculas usadas. A dissipação é a soma de todas as energias perdidas no 
sistema por ciclo de oscilação. Um filme flexível que adsorve sobre o cristal de 
quartzo é deformado durante a oscilação, o que fornece um alto valor de dissipação. 
Um material rígido, no entanto, irá fornecer baixos valores de dissipação (Q-SENSE, 
2011). Quando um filme adsorve sobre o cristal, pode-se estar também adsorvendo 
uma quantidade de água, que varia muito para cada tipo de molécula. Através da 
dissipação, é possível determinar se o filme formado é flexível, com alto teor de 
água, ou mais rígido, com baixo teor de água.  
A FIGURA 13 representa esquematicamente a formação de filmes finos 
acompanhados por QCM-D. Um sensor inicialmente oscila em uma frequência 
específica, a uma determinada voltagem aplicada. A frequência de oscilação diminui 
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no momento em que uma massa é adsorvida. Retirando a voltagem, há um 
decaimento na oscilação, essa taxa de decaimento, ou o fator de dissipação estará 
relacionado com elasticidade ou viscosidade da camada formada.  A FIGURA 14 
ilustra como são obtidos os dados em uma análise de QCM.  
 
 
     (A)  FREQUÊNCIA                                       (B) DISSIPAÇÃO                 
  
                              
                             (C) 
 
 
FIGURA 13 – DESENHO ESQUEMÁTICO SOBRE A TÉCNCA DE QCM-D. AS ALTERAÇÕES COM 
O AUMENTO DA MASSA DEPOSITADA (C) ESTÃO REPRESENTADAS PARA 
FREQUÊNCIA (A), ONDE (---) É A MASSA INICIAL E (⎯) É A MASSA ACRESCIDA; E 
(B) DISSIPAÇÃO, ONDE (---) É UM COMPOSTO VISCOELÁSTICO E (⎯) UM 
COMPOSTO RÍGIDO  
FONTE: Adaptado de Q-SENSE (2011)  
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FIGURA 14 – EXEMPLIFICAÇÃO DE ADSORÇÃO OBTIDA, ATRAVÉS DA TÉCNICA QCM-D, DE 
SORO ALBUMINA HUMANA (A) E SEU RESPECTIVO ANTICORPO (C). OS PASSOS 
(B) E (D) CORRESPONDEM AOS PROCESSOS DE LAVAGEM COM SOLUÇÃO 
TAMPÃO. FREQUÊNCIA EM LINHA PONTILHADA; DISSIPAÇÃO EM LINHA CHEIA 
FONTE: Adaptado de KANAZAWA (1985); DIXON (2008)  
   
Nesse exemplo, está adsorvendo a soro albumina humana (a) e o seu 
respectivo anticorpo (c). Os passos (b) e (d) correspondem ao processo de lavagem 
com solução tampão. As mudanças na frequência (Δf) estão representadas no eixo 
esquerdo do gráfico, enquanto que variações na dissipação (ΔD) estão 
representadas no eixo direito do gráfico. Observa-se que na etapa (a) há uma 
mudança na frequência, porém, sem alterações nos valores de dissipação, indicando 
que a soro albumina humana apresenta um filme com características rígidas quando 
adsorve sobre a superfície. Já, na adsorção do anticorpo, etapa (c) há um grande 
aumento tanto na dissipação quanto na frequência, indicando que ambas as massas 
adsorveram e houve um aumento na característica viscoelástica devido à 
incorporação de água no sistema. Além disso, a etapa de lavagem (d) mostra como 
uma alteração conformacional do anticorpo pode ser detectada, bem como as 
moléculas não adsorvidas que serão carregadas para fora do sistema (KANAZAWA; 
GORDON, 1985; DIXON, 2008).   
Atualmente, vários são os estudos que utilizam a tecnologia do QCM 
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principalmente na área biológica. Desenvolvimento de superfícies contendo DNA 
para ser utilizada como matriz (RAWLE et al., 2007), monitorar em tempo real o DNA 
genômico de mamíferos (RAWLE et al., 2008), ou criar biossensores para detecção 
de organismos geneticamente modificados (KARAMOLLAOĞLU, ÖKTEM; MUTLU, 
2008). Adsorção de proteínas para a criação de biossensores (CHEN et al., 2010); 
proteínas que possam promover a adesão celular (ATTHOFF; HILBORN, 2007) ou 
servir de base para revestimentos de biomateriais (FEILER et al., 2007). Lipídeos 
também são alvos de estudos, como na adsorção de bicamadas lipídicas para 
fornecer maiores informações sobre membranas celulares (WIKSTRÖM et al., 2008), 
ou para estudo da tecnologia de superfícies (CHO et al., 2007). Ou ainda, adsorção 
de células para compreesão das características e os mecanismos de adesão celular 
(WITTMER et al., 2007; YANG et al., 2007a).  
No campo de nanofilmes formados por multicamadas contendo 
polissacarídeos, o uso de QCM é amplo. Filmes de hialuronana (SCHNEIDER et al., 
2007); quitosana / hialuronana (RICHERT et al., 2004c); ácido hialurônico / poli-L-
lisina (BALL et al., 2005) são exemplos de estruturas estudadas fornecendo base e 
informações relevantes de como as cadeias poliméricas comportam-se durante a 
formação de filmes multicamadas, os quais poderão servir de base para a adesão 
celular ou o recobrimento de materiais. 
 
1.3.4 Dicroísmo circular 
  
O dicroísmo circular (CD) é uma técnica espectroscópica, não destrutiva, 
que mede a absorbância diferencial entre as rotações de luz esquerda e direita 
(FIGURA 15), quando um feixe de luz circularmente polarizada incide sobre uma 
amostra.  
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FIGURA 15 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA DETECÇÃO POR DICROISMO CIRCULAR 
DA GLUCOSE, UM AÇÚCAR SIMPLES 
FONTE: ISA (2007) 
 
Esse fenômeno é medido em bandas de absorção em função de um 
comprimento de onda. Para que esse método seja válido é necessário que a 
amostra seja opticamente ativa, isso é, tenha centros quirais (VENYAMINOV; 
YAND,1996).  
A luz é dita circularmente polarizada quando duas ondas, elétrica e 
magnética, de mesma amplitude e frequência são sobrepostas, porém apresentam 
um deslocamento de ¼ de comprimento de onda uma em relação à outra, 
resultando em um vetor do campo elétrico que gira em torno de um círculo, tanto em 
sentido horário quanto anti-horário. Quando a amplitude das duas ondas não é 
exatamente igual, o vetor do campo elétrico gira em sentido horário e anti-horário em 
uma elipse, obtendo-se então uma luz elipticamente polarizada (AUTSCHBACH, 2011). 
A maior parte das moléculas biológicas são quirais, como as proteínas, os 
polinucleotídeos e os carboidratos, o que explica o uso dessa técnica para detectar 
mudanças conformacionais de macromoléculas, composição de mistura quirais, 
interações entre moléculas (VENYAMINOV; YAND,1996). Uma formação de 
complexo geralmente é associada com a mudança na estrutura secundária, que 
pode ser acompanhada por CD. 
 
  31 
 
FIGURA 16 - (A) ESPECTRO DE DICROÍSMO DE ESTRUTURAS α-HÉLICE (VERMELHO), FOLHA 
β (AZUL) E HÉLICE TIPO POLIPROLINA (AMARELO). (B) ESPECTRO DE 
DICROÍSMO DE CARRAGENANAS (3 g/L, EM KCl 0,01M, pH 7):  λ- (LINHA 
PONTILHADA) QUE TEM CONFORMAÇÃO AO ACASO  E ι- (LINHA CONTÍNUA) 
QUE TEM ESTRUTURA HELICOIDAL, À 25oC 
FONTE: Adaptado de A – MILES; WALLACE (2006); B - SCHOELER et al. (2006) 
 
O perfil do espectro de CD (FIGURA 16) depende da estrutura secundária, e 
determina proporções de α-hélices, estruturas β, β + α, α/β e estruturas aleatórias ou 
ao acaso (randon coil) (BRAHMS; BRAHMS, 1980), no caso de proteínas; ou no 
caso de carboidratos estruturas do tipo hélice, como a amilose que apresenta cadeia 
helicoidal, ou a celulose que é similar às estruturas β, pois suas cadeias organizam-
se paralelamente como “folhas” ou camadas. 
Alguns estudos foram feitos usando a técnica de CD para galactomanana 
extraída de sementes. DENTINI et al. (2006) acompanharam a cinética de reação de 
epimerização com galactomanana modificada de alfarroba e a interação dessa com 
íons cálcio; estudos envolvendo a interação de galactomanana de alfarroba com 
uma xantana desacetilada (GOYCOOLEA; MILAS; RINAUDO, 2001); e 
galactomanana de Schizolobium parahybae com xantana (BRESOLIN et al., 1998). 
 
1.3.5 Espectroscopia Fotoeletrônica de Raio-X  
 
A espectroscopia Fotoeletrônica de raios-X, XPS (em inglês, X-Ray 
Photoelectron Spectroscopy), também chamada de espectroscopia eletrônica para 
análise química (ESCA); é uma técnica de análise físico-química que fornece a 
análise elementar e a informação sobre ligações químicas de uma determinada superfície.  
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O efeito fotoelétrico é o princípio básico das análises por XPS (SEAH; 
DENCH, 1979). Nessa técnica, incide-se um feixe de raios-X de alta energia sobre a 
amostra em um ambiente de alto vácuo, promovendo a emissão de elétrons dos 
orbitais mais internos. A energia cinética dos elétrons que são ejetados das 
primeiras monocamadas é determinada pela diferença entre o valor da energia da 
radiação incidente e a energia de ligação do elétron (BRIGGS; SEAH, 1996). Como 
a energia dos fotoelétrons é característica para cada átomo da tabela periódica, o 
XPS consegue medir a composição elementar atômica relativa da amostra (SAAD et 
al., 2011; FÄLDT; BERGENSTAHL; CARLSON, 1993). 
A técnica de espectroscopia XPS fornece informações da superfície em 
camadas de aproximandamente 5-10 nm (FÄLDT; BERGENSTAHL; CARLSON, 
1993). Como possui esse limite de detecção, a caracterização por XPS tem tido um 
crescimento importante nas últimas décadas, principalmente em campos de 
biomateriais (CASTNER; RATNER, 2002), DNA (HERNE; TARLOV, 1997), proteínas 
(COEN et al. 2001), peptídeos (COOK et al. 1997), carboidratos (LEONARD et al. 
2001; LUBAMBO et al. 2009; NEP; CONWAY, 2011) e, na nanotecnologia, como no 
caso de análise de superfície de filmes ultrafinos. 
A análise elementar de componentes biológicos normalmente é definida 
considerando principalmente três elementos químicos mais comuns: carbono, 
nitrogênio e oxigênio (GAIANI et al., 2006; NIJDAM; LANGRISH, 2006; SAAD, 
2011). Portanto, procura-se os picos de C1s, N1s e O1s nas análises de XPS, que 
podem ser decompostos em energias específicas de ligação. A área desses picos 
característicos é uma medida da abundância relativa do elemento respectivo, 
enquanto que a forma e a posição dos picos refletem o estado químico de cada 
elemento. 
De acordo com a revisão e conhecimentos acima descritos, o trabalho 
apresentado nesta tese teve como proposta avaliar a formação de nanofilmes, 
utilizando a mistura de alginato de sódio e galactomanana, os quais são uma 
inovação em relação à ausência de publicações e que, em razão de suas 
características, podem servir também de base em futuras aplicações, como por 
exemplo, na fabricação de biosensores que poderiam ser utilizados na biomedicina 
em testes de diagnósticos de algumas doenças. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Desenvolver nanofilmes a partir da galactomanana de sementes de leucena 
e da mistura de a galactomanana e o alginato, e avaliar aplicações biológicas. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
• Purificar a galactomanana de sementes de Leucaena leucocephala (GML);  
• Analisar as características físico-quimicas da GML e do alginato (AL) 
quanto à composição, homogeneidade, dispersão, agregação, massa 
molecular, tamanho, conformação e estrutura; 
• Investigar o comportamento reológico de soluções das misturas GML-AL 
em presença ou não de íons cálcio em diferentes pHs (4,2, 7,2 e 11,2); 
• Caracterizar por potencial zeta as soluções aquosas dos polieletrólitos em 
pH 6,7; 
• Caracterizar através de dicroísmo circular e da microscopia de 
fluorescência a mistura formada por GML-AL; 
• Analisar a citotoxicidade da GML e do AL; 
• Desenvolver nanofilmes de GML em monocamadas; 
• Desenvolver nanofilmes, com a presença da mistura GLM-AL, em 
multicamadas; 
• Acompanhar por elipsometria e/ou QCM-D ou XPS crescimento desses filmes; 
• Analisar por microscopia de força atômica a morfologia e a rugosidade dos 
filmes formados; 
• Testar os nanofilmes em possíveis aplicações biológicas através da 
adsorção de proteínas (albumina, concanavalina A), partícula viral (vírus 
da dengue) ou crescimento de células (HeLa). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS  
 
3.1 FONTE DE AMOSTRAS UTILIZADAS 
 
A galactomanana foi extraída a partir de sementes de Leucaena 
leucocephala (leucena), coletadas no campus Centro Politécnico da UFPR, em 
Curitiba, onde um “voucher” (exsicata) da espécie encontra-se no Herbarium UPCB 
(Departamento de Botânica/UFPR), sob o número 14028. A metodologia empregada 
no processo de extração foi a mesma descrita por Valenga (2007).  
O alginato na forma de sal de sódio (AL) foi adquirido comercialmente da 
Proquimios, Rio de Janeiro / Brasil. 
A albumina bovina (ALB) foi adquirida da Sigma/Aldrich® com o código 
A3803, e uma massa molar especificada de aproximadamente 66.000 g/mol.  
A Concanavalina A (ConA), tipo IV, de Concanavalina ensiformis foi 
adquirida comercialmente da Sigma/Aldrich®, com massa molar especificada de 
aproximadamente 25.583 g/mol, e com ponto isoelétrico entre 4,5-5,6. 
Os vírus da dengue foram cedidos pelo prof. Dr. Benedito A. L. Fonseca, do 
Departamento de Clínica Médica, Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, USP, 
Ribeirão Preto, à Prof. Dr. Denise F. S. Petri colaboradora deste trabalho. 
As células de fibroblasto (L929) foram adquiridas do banco de células da 
UFRJ (BCRJ), e eram culturas secundárias extraídas do tecido conectivo de 
adipócitos de camundongos (Mus musculus C3H/NA) machos com 100 dias de vida 
(BCRJ CR020/ATCC CCL1). As culturas foram mantidas em meio MEM (Gibco-BRL) 
suplementado com 10% soro fetal bovino (Sigma/Adrich®), 100 IU/mL de penicilina, 
100 µg/mL de estreptomicina (Roche) e 12 mMol/L de L-glutamina (Ajinomotto) e 1% 
de aminoácidos não-essenciais, e conservadas em estufa a 37ºC, com 5% de CO2, 
e com pH do meio em 7,4. 
As células HeLa foram obtidas do Banco Europeu de Células e foram 
mantidas em meio DMEM (Gibco-BRL) suplementado com 10% soro fetal bovino 
(Sigma/Aldrich®), 100 IU/mL de penicilina. As culturas foram mantidas em estufa a 
37ºC com 5% de CO2. 
Os outros biopolímeros tais como a quitosana (CHI), o polipeptídio poli-L-
lisina (PLL) e o polímero poli(alilamina hidroclorada) (PAH) foram adquiridos 
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comercialmente da Sigma/Aldrich®. A quitosana utilizada foi a de média massa molar 
(190.000 – 310.000 g/mol), com 75-85% de grau de desacetilação; a poli-L-llisina 
estava na forma de hidrobrometo, e o hidrocloreto de poliamina possuía massa 
molar de 15.000 g/mol. 
 
3.2 PURIFICAÇÃO DA GALACTOMANANA DE SEMENTES DE LEUCENA 
 
Para purificar a galactomana (GM), extraída e deslipidificada em trabalhos 
anteriores por Valenga (2007), o polissacarídeo foi ressuspenso em água em uma 
concentração de 1 mg/mL. O material foi centrifugado (Centrífuga 4K15C, Sigma) 
por 20 minutos a 9.979,2 g, a 20oC; o sobrenadante foi filtrado por membrana de 
acetato celulose com poros de 3 e 0,8 µm, respectivamente. A solução resultante foi 
concentrada, precipitada com 2 volumes de etanol e seca com acetona a 25oC. Após 
a purificação a amostra passou a ser denominada de GML. 
 
3.3 ANÁLISES QUÍMICAS E FÍSICO – QUÍMICAS DOS POLISSACARÍDEOS  
 
3.3.1 Determinação da composição monossacarídica da galactomanana purificada  
 
Para essa análise foi feita, primeiramente a hidrólise da galactomanana com 
H2SO4 a 72%, durante 1h a 4oC. Em seguida, o ácido foi diluído para 8% e o sistema 
aquecido por 4h, a 96oC. Para a neutralização foi adicionado carbonato de bário e o 
material foi filtrado para a remoção de sal (SAEMAN et al., 1954). Em seguida, foi 
feita a redução com boroidreto de sódio, por 16h. As amostras foram tratadas com 
resina LEWATIT – S – 100 (H+) e filtradas. As soluções obtidas foram evaporadas e 
lavadas várias vezes com metanol até a secura. Os alditóis foram acetilados com 
anidrido acético e piridina (v/v), por 12h. A reação foi interrompida pela adição de 
gelo moído, os acetatos de alditol foram extraídos com clorofórmio, lavados várias 
vezes com solução aquosa de CuSO4 (5%), evaporados e redissolvidos em 
clorofórmio para a análise por cromatografia gasosa, CG (SAWADEKER; 
SLONEKER; JEANES; 1965). 
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3.3.2 Análise elementar de galactomanana purificada  
 
A análise de CHN para a amostra foi feita em analisador elementar modelo 
2400 CHN (Perkin Elmer), pela Central Analítica – IQ/USP. Para isso, foi usado 10 
mg do material seco e na forma de pó.  
 
3.3.3 Análise por ressonância magnética nuclear de próton do alginato  
 
A análise da composição do alginato de sódio foi feita por RMN de próton 
(1H) em equipamento da marca BRUKER, modelo DRX-400, série AVANCE, em 
tubo de 5 mm de diâmetro, em água deuterada (D2O, 99,9%, Cambridge Isotope 
Laboratories Inc.) a 70ºC. Os deslocamentos químicos de 1H (δ 2,224 ppm) foram 
baseados no da acetona, utilizada como padrão interno.  
Primeiramente, promoveu-se a troca de hidrogênios das hidroxilas por 
deutério e a remoção das moléculas de água presente através da solubilização das 
amostras em D2O, congelamento e liofilização. Esse processo foi repetido, no 
mínimo, 3 vezes. 
Os espectros de 1H foram obtidos na frequência base de 400,13 MHz, janela 
espectral de 8250,8 Hz, com intervalo de aquisição de 4 s, intervalo entre os pulsos 
de 1 s, com no mínimo 16 aquisições, e com espectro de resolução de 16 K. 
Os dados obtidos foram analisados utilizando o software que acompanha o 
equipamento ou MestReC versão 4.1.1.0. Esses experimentos foram realizados no 
Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da UFPR. 
 
3.3.4 Análise por GPC acoplado a multidetectores (RI, LALS, RALS, Viscosimétrico e 
UV) da galactomanana purificada, do alginato e da quitosana 
 
Essas análises foram feitas para a determinação da massa molar ponderal 
média ( ), raio de giração (Rg), raio hidrodinâmico (Rh), viscosidade intrínseca [η] 
e constante de Mark-Houwink (α). O dn/dc de ambos polissacarídeos foi 
determinado usando um refratômetro da Viscotek, modelo VE3580, com 5 
concentrações entre 0,1 a 1,0 mg/mL, em soluções de nitrato de sódio 0,1 M, 
contendo azida de sódio 200 ppm, obtidas por agitação das amostras por 14h, a 
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25oC e filtração por membranas Millipore, 0,45 µm. O índice de refração de cada 
concentração forneceu a constante dn/dc que foi usada para calcular a massa molar 
de cada amostra. 
Para as análises no GPC (do inglês Gel Permeation Chromatography) 
também conhecida por cromatografia de exclusão por tamanho (SEC, do inglês Size 
Exclusion Chromatography) foram injetados 100 µL das soluções a 1mg/mL de 
polissacarídeos isolados, ou da mistura GML-ALB (5% de ALB). Para tal, as 
amostras de galactomanana e alginato foram solubilizadas em nitrito de sódio 0,5 
g/L contendo azida de sódio 200 ppm; e da quitosana em tampão acetato, agitadas 
por 14h, a 25oC, e filtradas por membrana Millipore de 0,22 µm. O cromatógrafo 
continha colunas de polimetacrilato PWxl (Tosoh, Japão) 6000, 4000 e 2500 
conectadas em série e com limites de exclusão de 8x106, 3x105 e 3x103 Da, 
respectivamente. Durante a eluição, as colunas foram mantidas em forno a 30ºC, e 
estavam acopladas ao refratômetro diferencial da Viscotek, modelo VE3580, a um 
detector de espalhamento de luz laser, modelo 270 Dual Detector (Viscotek), 
constituído por baixo ângulo, a 7º (LALLS, do inglês Low Angle Laser Light 
Scattering), e ângulo reto, a 90º (RALLS, do inglês Right Angle Laser Light 
Scattering), com λ a 632,8 nm. E, também, a um detector viscosimétrico, ou ainda a 
um detector de ultra violeta (UV). Como eluente foi utilizado o mesmo solvente 
usado para solubilizar as amostras, com fluxo controlado em 0,8 mL/min. Utilizaram-
se padrões de óxido de polietileno (PEO, 22.000 g/mol) e dextrana (70.000 g/Mol) 
recém-preparados em água, ambos fornecidos pela Viscotek para confirmar a 
calibração do equipamento.  
Todos os parâmetros possíveis de serem calculados por essas análises raio 
de giração, Rg; raio hidrodinâmico, Rh, viscosidade intrínseca, [η] constante de Mark-
Houwink, (α) foram obtidos através do software OmniSec. 
 
3.3.5 Análises reológicas das misturas galactomanana purificada-alginato  
 
As análises reológicas das soluções de polissacarídeos foram realizadas em 
triplicata, em pHs 4,0; 7,2 e 11,2. Para as medidas das misturas as amostras de 
galactomanana e alginato foram dispersas conjuntamente em água, sob agitação, 
por 16 horas. A concentração de 15 mg/mL, em uma proporção de 50% (m/m) de 
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cada polissacarídeo, foi utilizada com bases nos resultados obtidos por Valenga 
(2007), assim como a concentração de 45 mMol/L da solução de CaCl2. As análises 
dos sistemas foram feitas em reômetro HAAKE modelo Rheostress 1, com sensor 
pp35, acoplado a um microcomputador com software “Haake rheometer”. A 
temperatura das análises de 25°C foi controlada através de um banho termo 
circulante Haake (DC30) e um dispositivo de termostatização UTC.  
 
3.3.6 Análise por espectroscopia de fluorescência utilizando sonda de pireno das 
soluções de galactomanana purificada e de alginato  
 
Para determinar o efeito da agregação e a concentração crítica, fez-se uma 
curva de concentração (2 mg/mL – 0,04 mg/mL) ao solubilizar os polímeros em água 
purificada. À cada concentração foi adicionado 0,005 mL de uma solução de 
pireno/metano (1,2 mg de pireno / 5 mL de metanol). A leitura de fluorescência, 
realizada para 3 amostras preparadas em triplicata, foi realizada em 
espectrofotômetro de fluorescência HITACHI – F4500 (Departamento de Química, 
UFPR) em cubeta de vidro, com varredura de 360 nm até 500 nm. A relação da 
intensidade do pico III pelo pico I mostra o efeito de agregação e/ou encapsulamento 
da sonda e, também, pode determinar a concentração micelar crítica ou a 
concentração de agregação crítica (para polissacarídeos) (DUALEH; STEINER, 
1990; KALYANASUNDARAM; THOMAS, 1977).  
 
3.3.7 Dicroísmo circular da solução de galactomanana, de alginato e das misturas 
galactomanana-alginato e galactomanana-alginato-albumina 
 
Os experimentos de dicroísmo circular (CD, do inglês Circular Dichroism) 
foram realizados na faixa de 250-190 nm, em espectropolarímetro Jasco J-815 
(Jasco Instruments, Tokyo, Japão) com 16 médias de varreduras, utilizando cubeta 
de quartzo retangular de 1 mm de caminho óptico. As amostras, preparadas em 
triplicata de GML, AL, mistura GML-AL (1 mg/mL) e da mistura GML-AL contendo 
0,5 mg/mL de ALB foram solubilizadas em água purificada (FERRALI et al., 1997; 
CICCOLI et al., 1994) e analisadas a 25ºC usando banho termocirculante modelo 
TC-100 (Jasco) em modo contínuo. O espectro de CD foi obtido em miligraus 
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(CAMPANA et al., 2002; MOREIRA et al., 1998) e utilizou-se o software Origin 7.5 
para o tratamento dos dados. Os ensaios foram efetuados no Instituto de Física da 
Universidade de São Paulo, São Carlos (IF-USP/SC), sob a colaboração e 
orientação da Prof. Dra. Leila M. Beltramini. 
 
3.3.8 Obtenção de derivados de galactomanana purificada, de albumina e de 
alginato marcados por sondas fluorescentes e análises por microscopia de 
fluorescência  
 
A marcação da GML foi feita segundo o trabalho de Goff; Ferdinando e 
Schorsch (1999) que utilizaram as galactomananas de alfarroba e de goma guar. O 
método de Belder e Granath (1973) modificado foi feito ao solubilizar 1g de GML em 
10 mL de DMSO, contendo algumas gotas de piridina. Foi adicionado então, 0,1 g 
de rodamina B isotiocianato (RO), seguido de 20 mg de dilaurato dibutilina (como 
catalisador). Essa solução foi aquecida e agitada por 2h a 95°C. O polissacarídeo foi 
precipitado com 4-5 volumes de etanol, filtrado e lavado várias vezes até que mais 
nenhuma coloração fosse observada no etanol da lavagem. O precipitado 
denominado de GML-RO foi seco e o rendimento final obtido foi de 83%. 
A marcação do AL foi feita baseada no trabalho de Ahmed et al. (2004) e de 
Srivastava et al. (2009), onde 100 mg de alginato foram dissolvidos em 3,5 mL de 
água. Então, foi adicionada a solução de 6,7 mg de NHS (éster de biotina-N- 
hidroxisuccinato) dissolvido em 0,300 mL de dimetil-formamida (DMF), seguido de 
11,66 mg de EDC (1-etil-3-(3-dimetillaminopropil)carbodiimida). Depois de 90 
minutos, 1,45 mg de aminofluoresceína (AF) em 0,58 mL de tetrahidrofurano (THF) 
foi adicionado gota a gota. A reação foi deixada para ocorrer durante a noite. O 
produto final foi precipitado com acetona e lavado mais uma vez com acetona, seco 
e o rendimento final do derivado denominado de AL-FL de 55%. 
A marcação da ALB foi feita como descrito no trabalho de Zhang et al. 
(2010) em que uma solução foi preparada a 25 mg/mL em 0,1 M de solução tampão 
carbonato-bicarbonato a pH 9,7, à qual foi acrescentado 0,6 mg de fluoresceína 
isotiocianato (Fluka). Essa mistura foi agitada por 4h no escuro, em seguida foi 
centrifugada com tubos “Centrifugal Filter Tube, Millipore” por 15 minutos, 25°C. A 
  40 
solução de albumina marcada (ALB-FL) foi lavada, várias vazes, com solução 
tampão até se obter um sobrenadante límpido. 
As análises das soluções ou de filmes foram feitas para duas amostras, no 
Departamento de Farmacologia da UFPR, em microscópio de fluorescência modelo 
Olympus BX51WIF (Alemanha), em um aumento de 400x, com emissão de 
fluorescência X-cite Series 120Q. As imagens foram adquiridas por uma câmera 
Olympus DP72 e digitalizadas pelo programa de computador para imagens de 
fluorescência, Cell F - Olympus. 
 
3.3.9 Determinação do potencial zeta dos polímeros 
 
O potencial zeta das soluções dos polímeros, utilizados para obtenção de 
filmes multicamadas, foi medido para quatro amostras de cada solução, usando o 
equipamento Malvern Zetasizer 3000 HS do Institut Charles Sadron, Estrasburgo, 
França. Um laser foi usado como fonte de luz, iluminando as partículas dentro da 
amostra, incidindo na célula e sendo espalhado pelas partículas. O espalhamento no 
ângulo de 17° foi detectado. Quando um campo elétrico foi aplicado na célula de 
análise, as partículas afetaram a quantidade de luz espalhada, e esse espalhamento 
foi detectado e convertido a um valor numérico. Para essas análises, soluções dos 
polímeros foram preparadas nas mesmas concentrações que foram usadas para 
crescer o filme multicamadas. Essas soluções foram colocadas em cubetas capilares 
de poliestireno e lidas no equipamento. 
 
3.4 ENSAIO BIOQUÍMICO CELULAR 
 
3.4.1 Análise de citotoxicidade da galactomanana purificada e do alginato 
 
As análises foram realizadas no NIQFAR, UNIVALI, Itajaí, SC, com a 
colaboração e orientação do Prof. Dr. Rilton Alves de Freitas. Para isso, as amostras 
de GML e AL foram solubilizadas em água, com duas concentrações: 0,5 mg/mL e 
1,0 mg/mL. 
A citotoxicidade nas células foi determinada pelo teste MTT (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio brometo) (Sigma/Aldrich®). As células L929 
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foram plaqueadas, em placas de 96 poços, a 2.104 células/poço e incubadas com 
300 µL de meio MEM suplementado com soro fetal bovino a 10% (SFB), por 24h, a 
37ºC, em 5% CO2. A fim de manter todas as células em um mesmo estágio da 
divisão celular (Go), o meio MEM com SFB foi substituído por 180 µL de meio MEM 
sem SFB e incubado por 24h, a 37ºC, em 5% CO2. Posteriormente, foram 
adicionados 20 µL das substâncias testes (GML e AL) com concentração de 0,5 e 1 
mg/mL, do controle positivo dimetilsulfóxido (DMSO) e do controle negativo (PBS), e 
incubadas por 1 e 24h, a 37ºC, em 5% CO2. Após esse tempo foi retirado o meio e 
foi adicionado 270 µL de MEM sem SFB e 30 µl de MTT (5 mg/mL, preparado em 
meio MEM sem SFB), e as placas foram incubadas por 4h, a 37ºC, em 5% CO2. O 
meio juntamente com o MTT foi retirado e os cristais de formazan insolúveis foram 
dissolvidos em 100 µL de DMSO. A determinação da absorbância foi realizada em 
leitor de microplaca a 570 nm. A viabilidade relativa das células relacionadas ao 
controle sem as substância testes foi calculada como absorbância da amostra 
teste/absorbância do controle negativo x 100 (MOSMANN, 1983), e expressa pela 
média e desvio padrão.  
 
3.5 FORMAÇÃO E ANÁLISES DOS FILMES  
 
Esses experimentos foram feitos no IQ/USP-SP colaboração e orientação da 
Prof. Dr. Denise F.S. Petri, ou no Instituto Charles Sadron, Strasburg-FR sob a 
colaboração e orientação do Prof. Dr. Gero Decher. 
 
3.5.1 Preparo das lâminas de silício amino-funcionalizadas ou não 
 
Lâminas de silício (Si) do tipo (111) recobertas com uma camada de SiO2 
nativo foram fornecidas pela SiliconQuest (EUA), e para a silanização foi utilizado o 
3-aminopropiltrimetoxisilano (APS) fornecido pela Fluka (Basel, Suíça).  
As superfícies, cortadas em tamanhos de aproximadamente 1,5 x 1,5 cm2, 
foram amino-funcionalizadas a partir da reação de silanização das lâminas de Si 
com APS (PETRI et al., 1999). Primeiramente, as lâminas de silício foram limpas 
imergindo-as em uma mistura oxidativa contendo H2O2, NH3 e H2O, na proporção de 
1:1:4 (v/v), a 75°C, durante 20 minutos. Depois desse período as lâminas foram 
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retiradas da mistura, lavadas em água destilada e secas com jatos de nitrogênio. 
Após serem limpas foram mergulhadas em uma solução de APS em tolueno (1%, 
v/v) a 60°C durante 20 segundos, sendo lavadas, em seguida, em tolueno puro e 
secas com jatos de nitrogênio. Através desse método obteve-se uma monocamada 
amino-funcionalizada homogênea (PETRI et al., 1999) ligada covalentemente à 
lâmina de silício. 
Para as lâminas de silício que foram usadas sem a silanização, o 
procedimento de lavagem foi mais simples. Primeiramente, as lâminas foram 
mergulhadas em solução de acetona P.A. Então foram colocadas por uma hora em 
solução de metanol:ácido clorídrico (1:1, v/v). Após o enxague com água em 
abundância, as lâminas foram mergulhadas por no mínimo uma hora em solução de 
ácido sulfúrico e foram deixadas nesse banho ácido até o momento da utilização. 
Antes de usá-las foram lavadas com água e secas com jatos de ar comprimido. 
 
3.5.2 Obtenção de filmes de galactomanana purificada em monocamada 
 
Placas de silício amino-funcionalizadas ou não foram mergulhadas em 
soluções de galactomanana. O tempo de contato para a adsorção foi de 4 h.  
Experimentos de dessorção foram feitos ao mergulhar os substratos 
contendo os polissacarídeos adsorvidos em seus respectivos solventes puros. Após 
24h, as amostras foram retiradas da solução, lavadas, secas com jatos de N2 e 
caracterizadas por elipsometria e AFM. 
 
3.5.3 Obtenção de filmes contendo a mistura galactomanana-alginato em 
multicamadas 
 
Para os filmes feitos por layer-by-layer (LBL), a composição foi realizada 
usando como polieletrólitos negativo a mistura de GML-AL, com 50% de cada 
polissacarídeo, à concentração final de 0,1 mg/mL em água purificada. Para 
prepará-la foram pesados os polissacarídeos, misturados e colocados para 
solubilizar juntos.  
Como polieletrólitos positivos, que foram intercalados com a mistura GML-
AL, usou-se a quitosana (CHI) (1mg/mL, com 10 mMol/L NaCl, solubilizada em ácido 
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acético, pH 4,2), o polipeptídio poli-L-lisina (PLL) (1mg/mL, com 10 mMol/L NaCl), e 
o polímero poli(alilamina hidroclorada) (PAH) (1mg/mL, com 10 mMol/L NaCl). Todos 
os sistemas foram feitos em pH 6,7 e crescidos sobre o substrato de silício. Na 
primeira camada, sobre o silício, sempre se usou o polímero PEI (Polymin® SNA, 
BASF Corp.) com concentração de 1 mg/mL, para potencializar e auxiliar na 
adsorção das camadas subsequentes, uma vez que possui na sua estrutura alta 
densidade de carga positiva. 
As multicamadas dos filmes foram feitas alternando as soluções da mistura 
de polissacarídeos (GML-AL) como polianiôn com polímeros catiônicos (PAH, PLL e 
CHI) por diferentes métodos: imersão, spray e spin-coating.  
No método de imersão, o silício já limpo foi imerso por 15 minutos em uma 
solução de PEI. Após esse tempo, a placa foi submetida ao processo de lavagem 
compreendido em duas etapas: 5 minutos de imersão em um frasco contendo água 
purificada, seguido de mais 5 minutos em outro frasco, também contendo água 
purificada. Esse processo foi feito para que o excesso de polímero fosse retirado da 
superfície no primeiro frasco. Então, o silício contendo uma camada de PEI foi 
imerso na mistura GML-AL (o poliânion) por 15 minutos. A primeira solução de 
lavagem usada foi o CaCl2, (45 mMol/L) onde as placas permaneciam 5 minutos, 
seguidas por mais 5 minutos de imersão em um frasco de água purificada. E, para 
fechar o ciclo, a placa contendo PEI + GM-AL foi transferida para uma solução de 
policátion por 15 minutos para a adsorção; e para o processo de lavagem foi 
aplicada a imersão subsequente 5 minutos cada, em dois frascos contendo água 
purificada. O ciclo foi repetido novamente (imersão poliânion, lavagem, policátion e 
lavagem), quantas vezes fossem necessárias para obter-se o número de camadas. 
Para fazer as leituras, as placas foram retiradas da solução de lavagem, secas com 
jatos de ar comprimido e lidas no elipsômetro. 
Para o método de spray, soluções dos polímeros foram preparadas e 
colocadas em garrafas de spray Air-Boy (Carl Roth, Karlsruhe, Alemanha). A placa 
de silício limpa foi colocada verticalmente em um anteparo. A solução de PEI foi 
borrifada durante 10 segundos sobre o substrato, seguida de solução de água 
purificada por mais 10 segundos, para a lavagem. Para a camada de poliânion, a 
solução da mistura GML-AL foi vaporizada por 5 segundos, após 15 segundos, a 
solução de CaCl2 foi vaporizada por 5 segundos e após 15 segundos essa camada 
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foi vaporizada por 5 segundos com água purificada. A camada positiva foi preparada 
sobre a camada negativa vaporizando por 5 segundos a solução de policátion. Após 
15 segundos foi realizado o enxague por 10 segundos com água purificada. O ciclo 
(poliânion, lavagem, policátion e lavagem) foi repetido quantas vezes necessárias 
para obter-se o número de camadas desejadas. As placas foram secas com jatos de 
ar, após a deposição da camada de policátion para as leituras.  
A deposição pelo método de spin-coating foi similar à metodologia usada 
para o spray, inclusive utilizando as mesmas garrafas de spray Air-Boy para 
dispensar as soluções. A placa de silício limpa foi colocada sobre o anteparo do 
equipamento spin-coater Laurell Technologies Corporation, EUA, modelo WS-650-15 
e submetida à rotação de 10.000 rpm. A metodologia (tempo de vaporização e de 
adsorção) para cada camada foi a mesma usada para a deposição por spray. A 
solução de PEI foi primeiramente vaporizada sobre o substrato em rotação por 10 
segundos, e 10 segundos de lavagem com água purificada. Em seguida, a mistura 
GML-AL foi vaporizada por 5 segundos sobre a camada de PEI, e após 15 
segundos, as camadas foram lavadas repectivamente por 5 segundos com a 
solução de CaCl2 e água purificada. Em seguida, a solução de policátion foi borrifada 
por 5 segundos e após 15 segundos a água purificada foi vaporizada por 10 
segundos. O ciclo (poliânion, lavagem, policátion e lavagem) foi repetido quantas 
vezes fossem necessárias para obter-se o número de camadas desejadas. A placa 
de silício contendo o filme foi seca com jatos de ar comprimido e submetia às leituras 
pelo elipsômetro. 
 
3.5.4 Acompanhamento do crescimento dos filmes de monocamadas e 
multicamadas por elipsometria  
 
Para os cálculos necessários foram usados os seguintes índices de refração: 
Si (BRANDRUP; IMMERGUT, 1996): n = 3.88; SiO2 (BRANDRUP; IMMERGUT, 
1996): n = 1,462; APS: n = 1,424 (Fluka); BSA (CARTER; HO, 1994) n = 1.52. 
Assumiu-se o índice de refração para as camadas de polímeros como um valor 
constante de 1,465. Apesar desses procedimentos fornecerem valores de menor 
precisão quando comparados aos valores absolutos das espessuras dos filmes, 
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essa metodologia permite determinar rapidamente a espessura das camadas dos 
filmes (IZQUIERDO et al., 2005).  
As medidas elipsométricas para os filmes monocamadas foram realizadas 
em três campos diferentes da placa de silício, num elipsômetro DRE-ELX02 
(Ratzeburg, Alemanha) equipado com um laser He-Ne (λ=632.8nm), com ângulo de 
incidência ajustado em 70°. As medidas elipsométricas foram feitas em dez campos 
diferentes na placa de silício, para os filmes multicamadas foram realizadas num 
elipsômetro PLASMOS SD 2100 (Alemanha) equipado com um laser He-Ne 
(λ=632.8nm), com ângulo de incidência ajustado em 70°. Todas as medidas foram 
feitas ex situ. 
A capacidade de adsorção foi testada, onde a quantidade de material 
adsorvido Γ (mg/m2) foi calculada através da EQUAÇÃO 2 (FUJIMOTO; PETRI, 
2001; SIQUEIRA et al., 1995; MOTCHMANN et al., 1991):  
 
 Γ = 
dpoli (npoli –n0) 
= dpoli cpoli                    (2) 
dn/dc 
    
onde n0 é o índice de refração da solução medido por um refratômetro Abbe, dn/dc é 
o incremento do índice de refração determinado por um refratômetro diferencial e 
cpoli é a concentração média dentro da camada. Para os presentes sistemas o n0 foi 
considerado como um valor médio para cada concentração de amostra de polímeros 
e o dn/dc à temperatura de 23°C foi utilizado como sendo 0,16 mL/g.  
 
3.5.5 Acompanhamento do crescimento de filmes multicamadas através da micro-
balança de cristal de quartzo  
 
O acompanhamento do crescimento dos filmes foi feito em duplicata pela 
técnica da dissipação e frequência em microbalança de cristal de quartzo (QCM-D), 
modelo Q-Sense 4, do Institut Charles Sadron, Estrasburgo, França. As soluções de 
polímeros foram solubilizadas nas mesmas concentrações usadas para crescer os 
filmes muticamadas, e injetadas (700 µL) alternadamente no equipamento que 
continha o cristal de ouro em uma célula de análise. A primeira camada injetada foi 
com o polímero PEI. Após o equilíbrio do sistema, foi realizado o procedimento de 
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lavagem para retirar o excesso de solução, injetando duas vezes 700 µL de água 
purificada, com intervalo de 2 minutos. Após o equilíbrio do sistema, foi injetada a 
mistura GML-AL, seguido do procedimento de lavagem. A lavagem para a mistura 
era feita ao injetar 700 µL de solução de CaCl2 e, depois, mais 700 µL de água 
purificada. Em seguida, a camada de policátion foi adicionada ao sistema através da 
injeção de 700 µL da solução, após alcançar o equilíbrio o procedimento de lavagem 
com 700 µL NaCl 15 mMol/L foi realizado por duas vezes, com intervalo de 2 
minutos. O ciclo foi repetido até alcançar o número de camadas desejadas. 
O cristal de quartzo recoberto com ouro onde foi crescido o filme foi excitado 
em sua frequência fundamental. Também, a terceira, quinta e sétima ressonância de 
frequência foram empregadas. Com um mínimo de massa adicionada ao sistema, 
houve alteração na frequência de ressonância e o relaxamento de vibração pode ser 
medido. 
 
3.5.6 Análises da superfície dos filmes por microscopia de força atômica  
 
Os mapas topográficos e a forma de agregados foram obtidos utilizando o 
equipamento 5500 Agilent PicoPlus Molecular Imaging em modo contato, com 
cantilever de silício oscilando de 50-100 nm de amplitude e frequência de 
ressonância próxima a 300 kHz, em uma técnica não-destrutuiva que usa modo 
Magnético AC Mode III (MAC mode). Quatro imagens foram feitas, para diferentes 
regiões dos filmes. As imagens foram escaneadas em regiões de 10 µm x 10 µm, 5 
µm x 5 µm, 2 µm x 2 µm, e 1,4 µm x 1,4 µm, e o processamento de imagens e a 
determinação do valor rms (raiz quadrada média, expressão do inglês, root mean 
square) para a rugosidade da área escaneada dos filmes foram feitos usando o 
software Pico View. 
 
3.5.7 Análises da superfície dos filmes monocamadas por Espectroscopia 
Fotoeletrônica de Raio-X  
 
As análises de XPS foram feitas em espectrofotômetro de fotoelétrons ESCA 
3000 V.G. Microtech, no Departamento de Física da UFPR, com a colaboração e 
orientação do Prof. Dr. Wido Schrainer. A radiação usada foi Mg Kα e o espectro foi 
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feito com 100 eV de energia. As proporções dos elementos foram calculadas pelas 
áreas dos picos. O tratamento de dados foi feito usando o software XI SDP32 do 
equipamento. O processo de deconvolução usado parao C1s foi feito usando os 
elementos fornecidos pelo software. O vácuo usado na câmara de amostra foi em 
torno de 10-9 mbar. 
 
3.6 APLICAÇÕES DOS FILMES GALACTOMANANA PURIFICADA 
 
Esses experimentos foram feitos no IQ/USP-SP sob a colaboração e 
orientação da Prof. Dr. Denise F.S. Petri, ou no Instituto Charles Sadron, Strasburg-
FR sob a colaboração e orientação do Prof. Dr. Gero Decher. 
 
3.6.1 Interação dos filmes de galactomanana purificada com proteínas 
 
A capacidade de adsorção de duas proteínas diferentes, a albumina (ALB) e 
a concanavalina (ConA) sobre filmes de GML foi avaliada. 
A ConA (0,20 mg/mL) foi dissolvida em 0,10 mMol/L de NaCl. A adsorção foi 
realizada em pH 4,5, na presença de MnCl2 e CaCl2 0,01 mol/L durante 4h, a 24°C. 
Os substratos contendo uma camada de galactomanana foram mergulhados na 
solução de ConA durante 3h. Então, as amostras foram lavadas com água destilada 
e secas com jato de N2 e analisadas por elipsometria e AFM. Para a análise de 
adsorção por ligações específicas, 50 mMol de manose foram adicionados na 
solução de lectina, e então, a solução lectina + manose foi colocada sobre a placa 
de silício-APS contendo a galactomanana adsorvida. 
A ALB (1,0 mg/mL) foi solubilizada em 10 mMol/L NaCl, em diferentes pHs 
(4-6) para verificar qual era o melhor para a adsorção. Nessas soluções foram 
mergulhados os substratos com os polissacarídeos, deixados por 3h, lavados, secos 
e analisados por elipsometria e AFM.  
 
3.6.2 Interação dos filmes de galactomanana purificada com partículas virais 
 
A capacidade de adsorção aos filmes de GML dos vírus da dengue, sorotipos 
1, 2 e 3 foi avaliada. A afinidade entre as interfaces polissacarídeo-vírus, e a 
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especificidade na adsorção dos diferentes sorotipos foram estudadas. Os vírus foram 
preparados e doados pelo Prof. Benedito A. L. Fonseca (USP, Ribeirão Preto-SP). 
A preparação dos vírus da dengue tipo 1 (DENV-1; cepa Mochizuki), vírus da 
dengue tipo 2 (DENV-2; cepa New Guinea) e vírus da dengue tipo 3 (DENV-3; cepa 
H87) foi feita ao crescer os vírus em células C6/36, cultivadas em meio L15 
Leibowitz, suplementado com 2% de soro bovino termo-inativado, 150 U/mL de 
penicilina e com 100 U/mL de estreptomicina. A seguir, foram adicionados para 
infectar as monocamadas de células, incubados por 1h, a 28°C, e agitados a cada 
15 min. Os sobrenadantes da cultura de células infectadas foram coletados após 7 
dias da infecção, centrifugados, aliquotados e congelados a -80°C. Então, a infecção 
viral foi determinada através de RT-PCR, usando iniciadores sorotipos específicos 
(PAULA et al., 2002). Para preparar altos títulos de vírus da dengue, o sobrenadante 
das culturas infectadas foi concentrado no filtro de 100-kDa do centrifugador 
Millipore Centricon®, (Amicon; Millipore). 
As dispersões virais foram preparadas em uma concentração de 4 mg/mL, 
em tampão PBS, pH 7.2. As amostras de filmes de galactomanana foram 
mergulhadas durante 3h nas dispersões, a 36°C. Após, foram lavadas em água 
destilada, secas com jato de N2 e analisadas por elipsometria e AFM. 
 
3.6.3 Interação dos filmes de polieletólitos em multicamadas com células HeLa 
 
O cultivo celular de células HeLa sobre os filmes multicamadas, formados 
pela técnica do LBL descritas no item 3.5.3, foi testado frente à diferentes sistemas. 
Os filmes foram autoclavados a 120°C, por 20 minutos e depositados em placas de 12 
poços estéreis. As células foram plaqueadas sobre os filmes e incubadas com meio 
MEM suplementado com soro fetal bovino a 10% (SFB), 37ºC, em 5% de CO2, por 
tempos variando de 24h até 8 dias, para acompanhar o crescimento e o espalhamento 
das células. Foram feitas 4 repetições desses experimentos, em dias diferentes. 
O acompanhamento foi realizado utilizando um microscópio óptico invertido 
e as análises com o reagente Trypan Blue (0,4 %, Sigma/Aldrich®), a fim de verificar 
a viabilidade das células crescidas sobre os filmes. Esses ensaios foram realizados 
no Instituto Charles Sadron, Strasbourg, França, sob a colaboração e orientação do 
Prof. Dr. Gero Decher. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
  
4.1 COMPOSIÇÃO DA GALACTOMANANA  E DO ALGINATO 
 
4.1.1 Purificação e composição da galactomanana de sementes de Leucena 
 
A galactomanana bruta extraída e deslipidificada por Valenga (2007) foi 
purificada por centrifugação e filtração para usar em aplicações biológicas, como a 
produção de nanofilmes para adsorção de proteínas, de vírus e de células. Essa 
galactomanana purificada foi denominada de GML.  
Os valores de rendimentos e da relação Man/Gal para a amostra bruta e a 
purificada estão listados na TABELA 1.  
 
TABELA 1 – VALORES DE RENDIMENTO E DA RAZÃO MAN/GAL OBTIDOS PARA A 
GALACTOMANANA DE LEUCENA 
 
 Massa das 
sementes (g) 
Amostra bruta  
(%, m/m) 
Amostra purificada 








aSAEMAN et al. (1954); SAWADEKER; SLONEKER; JEANES (1965) 
FONTE: O autor (2011) 
 
O valor de rendimento de 19,3% calculado para a amostra purificada em 
relação amostra bruta pode ser justificado porque as impurezas que estavam 
adsorvidas na solução de polissacarídeo. Frações de massas molares maiores da 
própria GML também podem ter sido retidas. O valor obtido para o rendimento da 
galactomanana bruta, ou seja, antes do processo de centrifugação e filtração, com 
relação à massa das sementes totais (31,4%) foi semelhante ao encontrado por 
LUCYSZYN (2004) que obteve 31%. Porém, o rendimento da amostra purificada foi 
mais alto daqueles obtido por ONO et al (2003) (17,5%), e por BUCKERIDGE, 
DIETRICH, MALUF (1987) (9,7-15,7%). 
Devido ao maior grau de substituição por galactose da cadeia principal de 
manana (aumento de 10,5%), a galactomanana purificada apresentou maior 
solubilidade do que o polissacarídeo bruto. 
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4.1.2 Análise elementar da galactomanana purificada 
 
Os resultados da análise elementar da galactomanana purificada estão 
demonstrados na TABELA 2. Essa análise possibilitou quantificar o teor de 
nitrogênio, carbono e hidrogênio do polissacarídeo. O maior valor quantificado foi 
encontrado para o átomo de carbono, como era esperado, já que o maior 
constituinte da amostra é um carboidrato.  
 
TABELA 2 - VALORES DE ANÁLISE ELEMENTAR (C, H e N) DA GALACTOMANANA PURIFICADA 
 
Constituintes em % (m/m) 
Polissacarídeo C  H  N  
 
Galactomanana 37,43 6,88 0,42 
 
FONTE: O Autor (2011) 
 
O resultado obtido para o átomo de nitrogênio pode ser extrapolado para o 
teor de proteínas, considerando que a amostra não deve conter contaminações após 
o processo de purificação. Portanto, ao se multiplicar o valor da porcentagem obtida 
para o átomo de nitrogênio por 6,14 (para converter o nitrogênio em proteínas), o 
valor encontrado foi 2,58%. Análises anteriores de dosagem de proteínas  realizadas 
pelo método colorimétrico de HARTREE (1972) forneceram a quantificação de 8% 
VALENGA (2007). Entretanto, a dosagem pelo método da análise elementar é mais 
precisa, já que métodos colorimétricos podem ter influência de alguns erros, como 
no preparo das soluções, na curva padrão, na pipetagem; além da interferência na 
coloração por reação de complexação pela composição com alguns aminoácidos 
presentes na estrutura da proteína. 
 
4.1.3 Análise da composição do alginato por espectroscopia de 1H-RMN  
 
A análise de espectroscopia de 1H-RMN é uma das principais técnicas 
usadas para a investigação da composição do alginato (TORRES et al., 2007). A 
FIGURA 17 mostra o espectro obtido para a amostra de AL. O deslocamento em δ 
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5.06 corresponde ao próton anomérico do ácido gulurônico (G) e o deslocamento em 
δ 4,68 corresponde ao do próton anomérico do ácido manurônico (M). A relação 
entre as áreas dos deslocamentos forneceu a razão M/G de 1,0. A razão M/G do 
polissacarídeo alginato varia de acordo com a metodologia de extração e o local 





FIGURA 17 – ESPECTRO DE 1H-RMN DA REGIÃO ANOMÉRICA DO ALGINATO (AL), COM 
DESLOCAMENTOS QUÍMICOS (δ) EXPRESSOS EM ppm, a 70 °C 
FONTE: O Autor (2011) 
 
A habilidade do alginato em formar géis é influenciada pela composição de 
ácido urônico (PENMAN; SANDERSON, 1972). Géis mais quebradiços são 
formados com alginatos com baixa razão M/G, enquanto que géis mais elásticos são 
formados com alta razão. Davis et al. (2003) analisaram alginatos extraídos da 
espécie de Sargassum e obtiveram relação M/G variando entre 0,52-0,57, próximos 
aos valores de 0,56-0,61 de Torres et al. (2007), mas diferente do encontrado por 
Fourest e Volesky (1997) que analisaram a mesma espécie de alga, porém de outra 
fonte, e calcularam uma relação M/G de 1,18. Valores maiores que 1,73 foram 
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obtidos para a espécie de Laminaria trabeculata (CHANDRIA; MATSUHIRO; 
VASQUEZ, 2001), e menores do que 1,73 para Ascophyllum nodosum (1,14-1,29), 
Macrocystis pyrifera (1,38) (PENMAN; SANDERSON, 1972) e Laminaria digitata 
(1,56) (GRASDALEN; LARSEN; SMIDSRØD, 1977). 
 
4.2 ANÁLISES FÍSICO – QUÍMICAS DE SOLUÇÕES  
 
4.2.1 Determinação da massa molar ponderal numérica média, raios de giração e 
hidrodinâmico, viscosidade intrínseca, e constante de Mark-Houwink da 
galactomanana, do alginato e da quitosana 
  
A caracterização do tamanho e da forma macromolecular é importante para 
o estudo das aplicações de polissacarídeos. A cromatografia de exclusão estérica 
acoplada a detectores de espalhamento de luz é uma técnica adequada para estudo 
de polissacarídeos em solução, pois é rápida e exige pequena quantidade de 
amostra. 
As amostras de GML, AL e CHI foram analisadas após a ultrafiltração quanto 
à homogeneidade e seu grau de polidispersão ( ) através dos detectores de 
índice de refração e espalhamento de luz laser. Calculou-se também a massa molar 
ponderal média ( ) baseada na fração em massa das moléculas de determinada 
massa molecular, a numérica média ( ), baseada no número de moléculas, a 
viscosidade intrínseca (VI), os raios de giração (Rg) e hidrodinâmico (Rh), e a 
constante de Mark-Houwink (α).  
As dimensões de uma macromolécula em solução não podem ser definidas 
de forma absoluta, porque a forma do novelo molecular altera-se em função do 
tempo e das interações entre polímero e solvente. Assim, o tamanho 
macromolecular varia de molécula para molécula, mesmo com estruturas e massas 
moleculares idênticas. Portanto, pode ser definido somente em termos de 
propriedades médias (ROBINSON; ROSS-MURPHY; MORRIS, 1982; GIDLEY et al., 
1991; ROGER; AXELOS; COLONNA, 2000; LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001). 
As dimensões de uma molécula enovelada em solução dependerão das interações 
polímero-solvente. Quando existe uma boa interação entre o polímero e o solvente, 
as moléculas de solvente penetram facilmente no novelo polimérico, expandindo-o. 
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O tamanho que uma macromolécula assume em solução diluída é 
denominado volume hidrodinâmico. O principal parâmetro que define o tamanho 
molecular de uma macromolécula linear em solução é o Rg, que corresponde a raiz 
quadrática média entre um elemento do polímero e seu centro de gravidade 
(BERNE; PECORA, 1976), e fornece informações sobre as dimensões globais da 
cadeia. Esse valor é dependente de r2, que corresponde à distância quadrática 
média ponta a ponta ou extremo, e representa o módulo do vetor que conecta duas 
pontas de uma cadeia polimérica (BERNE; PECORA, 1976), sendo válido para 
macromoléculas lineares (LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001). 
A confiabilidade dos resultados obtidos pelo equipamento foi feita ao usar as 
amostras PEO e dextrana como padrões, cujos valores de massa molar média e IV 
foram fornecidos pelo fabricante do equipamento. O polietileno (PEO), com valores 
fornecidos de  27.73 g/mol e IV 477,0 mL/g, obteve um valor de  22.230 
g/mol e de IV 383,0 mL/g. A dextrana, com  70.67 g/mol e IV de 236,0 mL/g, 
obteve os valores de 70.65 g/mol e IV 244,8 mL/g. Como as análises foram próximas 
aos valores conhecidos, admitiu-se para as análises com amostras de GML, AL e 
CHI como valores confiáveis.   
 
FIGURA 18 - PERFIL CROMATOGRÁFICO DA GALACTOMANANA DE LEUCENA (GML), POR 
DETECTORES DE ESPALHAMENTO DE LUZ A 90º (VERMELHO, RALS) E ÍNDICE 
DE REFRAÇÃO (AZUL), EM mV, EM FUNÇÃO DO VOLUME DE RETENÇÃO, EM mL, 
a 25°C 
FONTE: O autor (2011) 
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A FIGURA 18 mostra o perfil obtido para a GML, que teve os volumes de 
eluição entre 15 e 24 mL, apresentando um perfil normal e homogêneo, revelando 
que processo de purificação da GML foi eficiente. Nas análises, o detector de índice 
de refração (IR) fornece um valor preciso da concentração presente na amostra; os 
detectores de espalhamentos de luz fornecem informações sobre a massa molar, 
enquanto que o viscosímetrico fornece os valores de viscosidade intrínseca. O valor 
de dn/dc calculado para a GML foi de 0,136 mL/g e na TABELA 3, são mostrados os 
demais resultados obtidos. 
 
TABELA 3 - VALORES DE MASSA MOLAR, POLIDISPERSÃO, RAIO DE GIRAÇÃO, RAIO 
HIDRODINÂMICO, VISCOSIDADE INTRÍNSECA E CONSTANTE  DE MARK-
HOUWINK PARA A GALACTOMANANA DE LEUCENA (GML) (1) EM SOLUÇÃO DE 
NITRATO DE SÓDIO 0,5 mg/mL, PARA O ALGINATO DE SÓDIO 1 mg/mL (1)  E 
PARA QUITOSANA(1) 
 
Amostra (2)   (2)    Rg 




















































 (1) - por GPC Viscotek 270 Dual Detector, colunas PWxl 2500, 4000 e 6000, a 30ºC, e detector 
viscosimétrico 
(2) -  e  em g/mol 
(3) - raio em nm 
(4) - viscosidade intrínseca em mL/g 
(5) - constante α de Mark-Houwink 
FONTE: O autor (2011) 
 
Os valores da massa molar, Rg e Rh da GML estão de acordo os descritos 
para outras galactomananas estudadas anteriormente. Souza (2009) obteve um 
valor de  de 899.000 g/mol, de Rg de 74,3 nm e Rh de 47,5 nm para a 
galactomanana obtida de sementes de Caeselpinia ferrea var. ferrea, e para a 
galactomanana de goma guar obteve valores de  de 1.660.000 mol/L, Rg 95,7 
nm e Rh 66,1 nm. A viscosidade intrínseca da GML foi de 625,80 mL/g, enquanto 
que a obtida por Souza (2009) para a Caeselpinia ferrea var. ferrea foi de 105,10 
mL/g e de 119,0 mL/g para a goma guar. Valores de massa molar e de viscosidade 
intrínseca para galactomananas de leguminosas foram obtidos, também, na faixa de 
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700.000 a 3.000.000 g/moL, e 100 a 140 mL/g, respectivamente (BEER et al., 1999; 
AZERO; ANDRADE, 2002; CUNHA et al., 2007), sendo a variação de massa 
resultante da fonte e do processo de extração do polissacarídeo.  
O valor de 0,60 da constante α  de Mark-Houwink para a GML, indicou que 
esse polissacarídeo encontrava-se com conformação ao acaso, assim como os 
valores obtidos por Souza (2009). Para valores de 0<α<0,5 considera-se a molécula 
como uma esfera, e valores de 0,5<α<0,8 são relacionados para cadeias flexíveis de 
conformação ao acaso, enquanto que 0,8<α<1,0 para moléculas rígidas em forma 
de bastão ou alongadas (MOREIRA et al., 2004; HARDING, 2005).  
A FIGURA 19 mostra o perfil de eluição obtido para a amostra de alginato 
que eluiu entre os volumes de retenção de 16 a 24 mL, Com um perfil homogêneo e 




FIGURA 19 - PERFIL CROMATOGRÁFICO DO ALGINATO DE SÓDIO POR DETECTORES DE 
ESPALHAMENTO DE LUZ A 90º (VERDE, RALLS) E A 7º (PRETO, LALLS), E ÍNDICE 
DE REFRAÇÃO (VERMELHO), EM mV, EM FUNÇÃO DO VOLUME DE RETENÇÃO, 
EM mL, a 25°C 
FONTE: O autor (2011) 
 
O valor de dn/dc calculado para o alginato foi de 0,450 mL/g e, na TABELA 
3, são mostrados os demais resultados obtidos. A massa molar determinada para o 
AL está em acordo com os descritos na literatura por Wedlock; Badruddin e Phillips 
(1985) que compararam por espalhamento de luz, a massa molar de alginatos de 
sódio extraídos das algas Laminaria hyperborea e Ascophyllum nodosum, obtendo 
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valores variando entre 140.000 - 643.000 g/mol. Hoagland et al. (1993), também, 
caracterizaram diferentes amostras de alginato de sódio, e obtiveram valores 
próximos a 300.000 g/mol de massa molar e 60 nm de Rg. 
Smidsrød (1970) calculou o valor de 0,76 para a constante α  de Mark-
Houwink, em amostras de alginatos com grau de polidispersão próximos a 3. A 
amostra de AL utilizada nesse trabalho é menos polidispersa. O valor de α de 0,70, 
indica que esse polissacarídeo encontra-se com conformação ao acaso (MOREIRA 
et al., 2004; HARDING, 2005).  
O perfil de eluição obtido para a amostra de quitosana (FIGURA 20) mostra 
a eluição entre os volumes de retenção de 7 a 14 mL, Com um perfil homogêneo e 
polidisperso para todos os detectores, indicando a pureza dessa amostra comercial. 
 
FIGURA 20 - PERFIL CROMATOGRÁFICO DA QUITOSANA POR DETECTORES DE 
ESPALHAMENTO DE LUZ A 90º (VERDE, RALLS) E A 7º (PRETO, LALLS), E ÍNDICE 
DE REFRAÇÃO (VERMELHO), EM mV, EM FUNÇÃO DO VOLUME DE RETENÇÃO, 
EM mL, a 25°C 
FONTE: O autor (2011) 
 
A TABELA 3 apresenta os resultados obtidos para a quitosana, com dn/dc 
calculado de 0,1 mL/g. A quitosana comercial possui geralmente uma massa molar 
variando entre 104 – 106 g/mol, e a sua polidispersão é influenciada por alguns fatores 
durante o processo de desacetilação, tais como, tempo, temperatura, concentração. A 
massa molar média determinada para a CHI foi de aproximadamente 75.000 g/mol, 
valor próximo ao obtido para quitosana com mesma taxa de desacetilação por Nguyen, 
Winnik e Buschmann (2009) quando estudaram a determinação da massa molar média 
de quitosanas com massa molar variando entre 90.000-210.000 g/mol, variando a 
concetração de sal na fase móvel. O raio de giração, a polidispersão e a massa molar 
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média também foram próximas aos valores obtidos por Augsten e Mäder (2007), que 
caracterizaram diferentes quitosanas, com diferentes graus de desacetilação, usando o 
espalhamento de luz associado ao fracionamento do campo de fluxo. 
 
4.2.2 Análises por espectroscopia de fluorescência utilizando sonda de pireno de 
soluções de galactomanana e de alginato 
 
Como o pireno é uma molécula hidrofóbica, com baixa solubilidade em água, a 
sua localização preferencial ocorre em domínios hidrofóbicos de moléculas anfipáticas 
(DOWLING; THOMAS, 1990). O espectro de emissão de fluorescência do pireno é 
sensível à polaridade do meio em que está presente. A FIGURA 21 mostra o espectro do 
pireno com as cinco bandas de emissão bem definidas entre 370 e 400 nm, sendo que a 
banda I, em 373 nm, tem sua intensidade aumentada na presença de solventes polares, 
enquanto que a banda III, em 383 nm, tem sua intensidade aumentada em solventes não 
polares. Portanto, a relação das intensidades das bandas vibracionais de fluorescência 
III/I pode ser usada como um sensor de hidrofobicidade (WINNIK, 1993). Essa 
metodologia tem sido empregada em estudos de comportamento polimérico em soluções 
(KALYANASUNDARAM; THOMAS, 1977; VIEIRA et al., 2003, JÓ et al., 2010), já que a 
relação entre essas duas bandas é alterada quando ocorrem mudanças nas polaridades 
do sistema onde a sonda está inserida, podendo indicar alterações conformacionais 
ocorridas nas moléculas. 
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FIGURA 21 - ESPECTRO DE EMISSÃO DE FLUORESCÊNCIA DO PIRENO EM SOLUÇÃO AQUOSA  
FONTE: O Autor (2011) 
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A análise de emissão de fluorescência do pireno foi realizada tanto para as 
soluções contendo GML, quanto para as contendo AL. Concentrações crescentes de 
soluções de polímeros foram utilizadas para cada experimento. Os espectros 
forneceram as relações entre as bandas III/I que foram plotadas em um gráfico 
correlacionando a concentração de polissacarídeo versus a relação dos picos III/I 
(FIGURAS 22 e 23). 
As FIGURAS 22 e 23 mostraram que com o aumento da concentração dos 
polímeros ocorreu, também, um aumento da razão picos III/I, indicando um aumento 
das regiões hidrofóbicas no sistema (AMIJI, 1995). Em baixas concentrações de 
ambos os polissacarídeos GML e AL, as relações entre os picos foi constante, mas 
em concentrações superiores a 1mg/mL é possível ver um aumento abrupto, 
indicando que o micro-ambiente de polaridade em que se encontra o pireno passa a 
ser hidrofóbico, considerando que o pireno deve estar incluso dentro dos domínios 
hidrofóbicos das cadeias dos polissacarídeos (YANG et al., 2007b).  
 
FIGURA 22 - GRÁFICO DA RELAÇÃO ENTRE OS PICOS III/I DE EMISSÃO DE FLUORESCÊNCIA 
DO PIRENO EM FUNÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DA GALACTOMANANA DE 
LEUCENA (GML), SOLUBILIZADA EM ÁGUA PURIFICADA, LEITURA EM 
ESPECTRÔMETRO DE FLUORESCÊNCIA, VARREDURA DE 360 – 500 nm 
FONTE: O Autor (2011)  
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A relação entre os picos III/I para a GML (FIGURA 22) manteve-se próxima a 
0,15. Souza (2009), estudando a galactomanana de pau-ferro e a galactomanana de 
goma guar, encontrou valores de 0,50 e 0,45 respectivamente. A menor relação 
obtida para a GML sugere a predominância de regiões mais polares para a 
galactomanana extraída de sementes de leucena. E as diferenças obtidas podem 
estar relacionadas às composições dos polímeros, cujas ramificações, mais ou 




FIGURA 23 - GRÁFICO DA RELAÇÃO ENTRE OS PICOS III/I DE EMISSÃO DE FLUORESCÊNCIA 
DO PIRENO EM FUNÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DO ALGINATO (AL), 
SOLUBILIZADO EM ÁGUA PURIFICADA, LEITURA EM ESPECTRÔMETRO DE 
FLUORESCÊNCIA, VARREDURA DE 360 – 500 nm 
FONTE: O Autor (2011)  
 
 
A relação dos picos III/I (FIGURA 23) obtidos para o AL em concentrações 
inferiores a 1 mg/mL manteve-se próxima a 0,16. Esse valor é menor do que os 
encontrados para o pireno em solução aquosa (0,55) sugerindo que, nessas 
concentrações, as moléculas de pireno estão distribuídas nos microdomínios 
hidrofóbicos da cadeia de polímero (DONG; WINNIK, 1982). Quando a concentração 
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de alginato aumenta, simultaneamente o número de microdomínios hidrofóbicos 
aumenta, fazendo com que moléculas de pireno migrem para essas porções, 
acomodando-o melhor. Relatos da literatura (NEUMAN; SCHIMITT; IAMAZAKI, 
2003) descrevem essa relação próxima a 0,57, também em concentrações inferiores 
a 1 mg/mL.  
Essas diferenças entre as porções hidrofóbicas e hidrofílicas podem ser 
decorrentes da diferença de composição e distribuição das unidades que compõe a 
cadeia dos alginatos. 
As análises de fluorescência permitem determinar o valor da concentração 
crítica de agregação (CAC) (AMIJI, 1995). A CAC, em um gráfico que relaciona a 
concentração pela relação entre os picos III/I, é o ponto onde a curva muda sua 
tendência linear. O valor de CAC é um dos principais parâmetros termodinâmicos de 
uma agregação, sendo normalmente usado para avaliar a estabilidade de agregados 
em soluções aquosas (KATAOKA; HARADA; NAGASAKI, 2001; TIAN et al., 2004).  
O valor da CAC para a GML ao extrapolar as duas retas dos gráficos obtidos 
sobre a tangente das curvas foi próximo a 1 mg/mL (FIGURA 22). Este valor foi 
superior aos de pau ferro (0,29 mg/mL) e de goma guar (0,30 mg/mL) (SOUZA, 
2009). Além dessas GMs divergirem em sua composição, outro fator que também 
pode ter influenciado no aumento da CAC para a GML foi a diferença das massas 
molares. A GM de pau ferro apresentou uma massa molar de ~ 9 x 105 g/mol e a GM 
de goma guar de 1,6 x 106  (SOUZA, 2009) e a GML possui aproximadamente 7,1 x 
105 g/mol. Assim, maiores quantidades de cadeia poliméricas de GML foram 
necessárias para atingir um estado de agregação (CAC), quando comparada com as 
galactomananas de pau ferro e de goma guar. 
A CAC determinada para a amostra de AL foi aproximadamente 0,57 mg/mL 
(FIGURA 23), mais baixo do que o valor de 0,62 mg/mL para o alginato em contato 
com surfactantes (NEUMAN; SCHIMITT; IAMAZAKI, 2003). 
Os valores de CAC da GML e AL possibilitaram determinar as 
concentrações necessárias desses polissacarídeos para as soluções utilizadas na 
formação de filmes finos.  
 
  61 
4.2.3 Análises por dicroísmo circular da solução de galactomanana, de alginato e 
das misturas galactomanana-alginato e galactomanana-alginato-albumina 
 
O dicroísmo circular (CD) é um método sensível para investigar as 
interações entre polissacarídeos, através das mudanças de conformação das 
cadeias dessas moléculas que podem ocorrer em solução. Apesar de ser uma 
técnica difundida para a análise de proteínas e estudo quantitativos de suas 
estruturas secundárias, o CD também já foi utilizado para estudos com carboidratos, 
como por exemplo, carragenanas dos tipos ι− e λ- (SCHOELER et al., 2006), κ-
(NICKERSON; PAULSON; HALLET, 2004) e ainda alginato (AL-KHOURI, 2003), 
quitosana (SYNYTSYA et al., 2007) e arabinogalactana-proteína de milho 
(KIELISZEWSKI et al., 1992).   
O espectro de CD foi analisado de 190-250 nm, pois as bandas típicas de 
polissacarídeos encontram-se na faixa de 194-240 nm (SYNYTSYA et al., 2007). A 
FIGURA 24 mostra o espectro CD para as amostras de GML, AL, albumina (ALB) 
em soluções isoladas ou misturadas (1,0 mg/mL cada).  
O espectro do AL resulta na sobreposição das unidades dos ácidos 
manurônicos e gulurônicos. As unidades de ácido manurônico apresentam uma 
banda negativa em aproximadamente 215 nm e uma banda positiva em 200 nm, o 
guluronato apresenta apenas uma banda negativa em 205 nm (DENTINI et al., 
2006). O espectro do AL obtido nesse trabalho apresentou duas bandas negativas 
próximas em 190 e 215 nm e uma banda positiva em 200 nm. Esse comportamento 
é decorrente da influência principalmente das unidades de ácido manurônico e das 
bandas das carboxílas presentes ao longo da cadeia de alginato (STEVENS, 1996). 
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FIGURA 24 - GRÁFICO DE DICROÍSMO CIRCULAR DOS POLÍMEROS, A 1 mg/mL () 
GALACTOMANANA DE LEUCENA (GML); () ALGINATO (AL); () ALBUMINA 
(ALB); () MISTURA GML-AL SEM ALBUMINA (ALB) e () COM 1,0 mg/mL DE ALB, 
EM ÁGUA PURIFICADA, A 25oC 
FONTE: O Autor (2011) 
 
O espectro do AL resulta na sobreposição das unidades dos ácidos 
manurônicos e gulurônicos. As unidades de ácido manurônico apresentam uma 
banda negativa em aproximadamente 215 nm e uma banda positiva em 200 nm, o 
guluronato apresenta apenas uma banda negativa em 205 nm (DENTINI et al., 
2006). O espectro do AL obtido nesse trabalho apresentou duas bandas negativas 
próximas em 190 e 215 nm e uma banda positiva em 200 nm. Esse comportamento 
é decorrente da influência principalmente das unidades de ácido manurônico e das 
bandas das carboxílas presentes ao longo da cadeia de alginato (STEVENS, 1996). 
O espectro da GML apresentou comportamento típico de conformações ao 
acaso, em que nenhuma banda pronunciada é observada. Buffington et al. (1980) 
observaram que o espectro de CD de galactomananas depende da razão Gal/Man. 
Os carboidratos, quando em solução, ao contrário das proteínas que formam 
estruturas definidas, como α-hélice e folha β, frequentemente existem como cadeias 
desordenadas, tanto estendidas como colapsadas. Estruturas em hélice também 
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podem ocorrer com um grande número de unidades ao longo do eixo da hélice e 
ainda, os carboidratos de cadeia curta podem ser flexíveis ou relativamente rígidos 
(STEVENS, 1996). Esse comportamento de espectro obtido para a GML foi 
anteriormente observado para carragenanas (SCHOELER et al., 2006) e 
xiloglucanas (JÓ, 2009a). 
No espectro da mistura dos polissacarídeos observou-se que houve uma 
variação na conformação das cadeias, mesmo havendo um perfil predominante do 
alginato. Esse comportamento complementou os resultados obtidos por 
experimentos de reologia estudados por Valenga et al., (2011) em que foi mostrado 
que esses polissacarídeos interagem entre si. 
A adição de albumina à mistura de polissacarídeos (galactomanana-alginato) 
resultou em um perfil de espectro diferente dos anteriores. Em aproximadamente 
190 nm houve uma banda pronunciada, seguida de outra significante negativa em 
210 nm. O espectro de CD da ALB exibe duas bandas negativas em 
aproximadamente 209 e 230 nm, características para a estrutura helicoidal da 
proteína (NAVEA et al., 2006; OBERG; UVERSKY, 2001). A banda presente em 210 
nm pode estar sendo influenciada pela presença da ALB na solução, enquanto que a 
em 190 nm deve estar sofrendo a influência da presença do AL.  Essas análises 
complementaram os dados reológicos anteriores, nos quais se observou que a 
albumina pode interagir com a mistura de GML-AL. 
 
4.2.4 Análises por cromatografia de permeação em gel da mistura galactomanana-
albumina 
 
Nas análises de formação relacionadas aos filmes de monocamadas de 
GML, foi testada a imobilização da proteína ALB sobre esse polissacarídeo. 
Portanto, para complementar os estudos de interação polissacarídeo-albumina 
foram realizadas análises por permeação em gel (GPC). O perfil de eluição da GML 
foi comparado com o perfil da mistura de GML-ALB (FIGURA 25 A e B). Também foi 
feito o perfil da solução de ALB como controle da análise (FIGURA 25 C). 







FIGURA 25 - PERFIL CROMATOGRÁFICO DA SOLUÇÃO DE GALACTOMANANA DE LEUCENA 
(GML) 1,0 mg/mL (A), DA MISTURA GALACTOMANANA-ALBUMINA (B) E DA 
SOLUÇÃO DE ALBUMINA (ALB) 1,0 mg/mL, POR DETECTORES DE 
ESPALHAMENTO DE LUZ A 90º (Δ, RALLS) E A 7º (Ο, LALLS), ÍNDICE DE 
REFRAÇÃO (❏) EM A E UV (❏) EM B E C, EM mV, EM FUNÇÃO DO VOLUME DE 
RETENÇÃO, EM mL  
FONTE: O autor (2011) 
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O espalhamento de luz da mistura GML-ALB (FIGURA 25B) sugeriu que a 
interação da proteína e polissacarídeo em solução deve ter ocorrido com a formação 
de agregados macromoleculares (excluídos entre 18-22 mL), sendo que parte pode 
ter ficado retida na membrana utilizada para a filtração e, entre 22 a 25 mL, foi 
excluída provavelmente a proteína. O perfil da GML, sem a albumina (FIGURA 24A) 
foi homogêneo e polidisperso; e o detector UV não detectou proteína em quantidade 
significativa. A FIGURA 25C, contendo apenas a solução de albumina foi usada 
como controle da análise, na qual a proteína eluiu em aproximadamente 29 mL, 
tendo também um perfil homogêneo. 
 
4.2.5 Análises por reologia da mistura galactomanana-albumina em diferentes pHs  
 
Em estudos anteriores de Valenga et al. (2011) os trabalhos reológicos de 
interação entre GML e AL foram iniciados. Para complementar esses dados, no 
presente trabalho foram efetuadas as análises reológicas para verificar o 
comportamento das misturas frente a diferentes pHs, com a presença e a ausência 
de íons cálcio. A concentração final da mistura foi 15 mg/mL, contendo 50% (m/m) 
de cada polissacarídeo. A FIGURA 26 mostra a curva de viscosidade dinâmica 
obtidas para essas misturas e em que se observou que, mesmo com pHs diferentes, 
as misturas de polissacarídeos apresentaram comportamentos de viscosidades 
aparentes muito próximos. Em baixas taxas de cisalhamento (até aproximadamente 
8 1/s), esses apresentaram um patamar newtoniano, seguido de um comportamento 
pseudoplástico, em que houve uma diminuição da viscosidade com o aumento da 
taxa de cisalhamento, similar ao encontrado para outras soluções de polissacarídeos 
(IAGHER; REICHER; GANTER, 2002; SCHILLING et al., 2002).  
O AL em presença de alguns íons divalentes geleifica (GOMBOTZ; WEE, 
1998). Portanto, em razão disso a reologia dos sistemas com íons cálcio também foi 
avaliada. A curva de fluxo obtida para as misturas mostrou que houve um aumento 
na viscosidade de quase dez vezes, por exemplo, a uma taxa de cisalhamento 10 
1/s, quando foram adicionados íons cálcio em sistemas a pHs 7.2 e 11.2. Esse 
aumento de viscosidade sugere que os íons cálcio, mesmo na presença da 
galactomanana, ligaram-se às carboxílas dos blocos de ácidos gulurônico e/ou 
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manurônico presentes no alginato, formando a estrutura do tipo caixa de ovo 
(GOMBOTZ; WEE, 1998).  
Em pH ácido, entretanto, a presença de íons cálcio não alterou a 
viscosidade do sistema, permanecendo praticamente os mesmos valores da mistura 
sem os íons divalentes. Esse comportamento é consequência do pKa do alginato, 
que foi relatado em literatura entre valores de 3,38 à 3,65, dependendo da 
composição das unidades de ácido manurônico e gulurônico (HAUG, 1961). Para 
uma estrutura contendo a mesma concentração das unidades, como o caso do AL 
desse trabalho, foi relatado um pKa de 3,44, tendo os grupos carboxilas ao longo da 
cadeia de alginato deprotonados em pH 6,0 (LAMELAS et al. 2005). Em pH 4,2, as 
carboxilas não estão deprotonadas o suficientes para se ligar aos íons cálcio e 
fazerem a geleificação do sistema, explicando, o comportamento da curva de fluxo 
semelhante ao sistema sem os íons cálcio. 
 
FIGURA 26 - CURVAS DE VISCOSIDADE PARA AS MISTURAS (15 mg/mL) DE 
GALACTOMANANA DE LEUCENA (GML)-ALGINATO (AL), EM SOLUÇÃO AQUOSA 
EM DIFERENTES pH, TAXA DE CISALHAMENTO DE 1 A 2. 103 1/s. LEITURAS 
FEITAS EM REÔMETRO RHEOSTRESS 1, SENSOR PLACA 35 mm, A 25°C  
FONTE: O Autor (2011) 
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Análises oscilatórias para as amostras contendo íons cálcio também foram 
realizadas, e as varreduras de tensão estão demonstradas na FIGURA 27 para os 
sistemas contendo GML-AL-Ca2+. As varreduras de tensão foram efetuadas em 
freqüências de fixas de 0,1, 1,0 e 10 Hz (dados mostrados apenas para frequências 
de 1 e 10 Hz.  
Os ensaios com diferentes frequências foram realizados porque a faixa de 
viscoelasticidade linear é dependente da frequência e, também, para se determinar 
a região de viscoelasticidade do sistema. Essa região é aquela em que a amostra 
permanece com as mesmas características reológicas, mesmo quando há o 
aumento da tensão.  
As varreduras de tensão complementam os resultados obtidos pela curva de 
fluxo. Em todos os pHs, observou-se a presença do regime linear, no qual os 
módulos G’ e G” são constantes durante quase toda varredura de tensão. Na 
reologia oscilatória pode-se medir o caráter sólido da amostra através do módulo G’ 
(módulo elástico). Quanto maior for o valor de G’, maior é o caráter sólido (WALTER, 
1998) e as deformações serão elásticas ou recuperáveis (RAO, 1992). Além disso, 
pode-se medir o módulo de cisalhamento dinâmico viscoso ou de perda, G”, que 
















FIGURA 27 – VARREDURA DE TENSÃO PARA MISTURAS (15 mg/mL) DE GALACTOMANANA DE 
LEUCENA (GML)-ALGINATO (AL), CONTENDO 45 mMol/L DE ÍONS CÁLCIO, pH 4,2 
(A), pH 7,2 (B) e pH 11,2 (C); FREQUÊNCIAS FIXAS DE 1 e 10 Hz. LEITURAS EM 
REÔMETRO RHEOSTRESS 1, SENSOR PLACA DE 35 mm, A 25oC 
FONTE: O Autor (2011) 
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As misturas em pHs 7,2 e 11,2, contendo íons cálcio, apresentaram 
comportamentos similares e com valores de G’ superiores ao de G” para todas as 
faixa de frequências fixas analisadas. Ao contrário, em pH 4,2 os valores dos 
módulos elásticos foram inferiores aos módulos viscosos. 
 
TABELA 4 – RELAÇÃO ENTRE OS VALORES DE G”/G’ (TAN δ) PARA OS SISTEMAS DE 
GALACTOMANANA-ALGINATO-Ca2+ NOS DIFERENTES pHs, EM TENSÃO FIXA DE 3 
Pa   
 
Amostra, pH Tan δ 
GML-AL-Ca2+, 4,2 3,57 
GML-AL-Ca2+, 7,2 0,19 
GML-AL-Ca2+, 11,2 0,34 
 
FONTE: O Autor (2011) 
 
Para poder comparar as propriedades viscoelásticas das amostras, a 
TABELA 4 mostra os valores de Tan δ, calculado ao relacionar os valores de G”/G’, 
em uma tensão de 3 Pa. A determinação desse valor de Tan δ é importante porque 
ao relacionar os dois módulos pode-se caracterizar o comportamento da amostra, ou 
seja, se apresenta um caráter elástico ou viscoso. A diminuição da tangente é 
dependente da frequência e diminui durante a formação de um gel, indicando que o 
sistema torna-se cada vez mais elástico (WINTER; CHAMBON, 1986). 
Nas misturas GML-AL-Ca2+, a amostra em pH 4,2, apresentou o maior 
caráter viscoso, enquanto que em pHs 7,2 e 11,2 apresentaram o caráter de gel, 
sendo que em pH 7,2, o caráter de sólido foi ainda mais pronunciado. Esses dados 
mostraram que em pH 4,2, provavelmente, as cadeias de alginato não fizeram as 
ligações cruzadas tipo “egg-box” com os íons cálcio, e que seriam as responsáveis 
pela geleificação do sistema. Porém, nos pHs 7,2 e 11,2 as hidroxilas das cadeias 
do alginato de sódio poderiam estar ligadas aos íons cálcio. 
Através das varreduras de tensão foi possível fixar uma tensão de 1 Pa, 
onde as misturas mantinham-se estáveis em relação às suas características 
viscoelásticas. As varreduras de frequência apresentadas (FIGURA 28) foram 
realizadas para as misturas nos pH 7.2 e 11.2, em que se obtiveram valores de G’ 
maiores do que G” na varredura de tensão.  





FIGURA 28 – CURVAS DE FREQÜÊNCIA DA MISTURA (15 mg/mL) GALACTOMANANA DE 
LEUCENA (GML)-ALGINATO (AL) (A) pH 7,2 e (B) pH 11,2, CONTENDO 45 mMol/L 
DE ÍONS CÁLCIO E TENSÃO FIXA DE 1Pa. ( ) G’, (●) G”. AS LEITURAS FORAM 
REALIZADAS EM REÔMETRO RHEOSTRESS 1, COM PLACA PARALELA DE 35 
mm, A 25oC  
FONTE: O Autor (2011) 
 
As curvas de varredura de frequência para as misturas em pHs 7,2 e 11,2, 
mostraram que esse material apresentou características de gel, já que os valores de 
G’ foram superiores aos de G” desde as freqüências menores (ROSS-MURPHY, 
1988). Os módulos foram dependentes da frequência para as amostras em pH 7,2 e 
menos dependentes para as amostras de pH 11,2. Em frequências menores, a 
característica de gel foi acentuada para o sistema em pH 7,2, entretanto, quando há 
o aumento da frequência, o carácter elástico foi maior para a amostra em pH 11,2. 
Para os sistema em pH 7.2, em frequências maiores, os valores dos módulos 
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aproximaram-se, sugerindo que em frequências maiores deve ocorrer a formação de 
soluções viscoelásticas, com baixas taxas de ligações cruzadas entre os íons cálcio 
e o alginato no sistema, correspondendo a uma região de transição de gel para 
solução.  
O comportamento na varredura de frequência observado para a amostra em 
pH 7,2 já foi observado para soluções de goma guar, em água, com concentração 
de 8 mg/mL (PAI; KHAN, 2002). Esse comportamento é típico de um biopolímero 
emaranhado em solução, em que o módulo G’ é, inicialmente, maior do que o G”, 
mas em frequências maiores há a presença de um ponto em que os módulos 
cruzam-se, e especialmente, as interações intercadeias se desfazem, prevalencendo 
o comportamento de solução. 
 
4.2.6 Potencial zeta (Zp)  das amostras de polieletólitos 
 
O potencial zeta (Zp) é uma propriedade física presente em todas as 
partículas que se encontram em suspensão. Os cientistas Derjaguin, Landau, 
Verwey e Overbreek desenvolveram a terioa DLVO, que envolve a estabilidade dos 
sistemas coloidais (DERJAGUIN; LANDAU, 1941; VERWEY; OVERBREEK, 1948). 
Como a maioria das partículas em suspensão apresentam uma carga de superfície, 
a teoria DLVO sugere que a estabilidade dessas partículas seja determinada pela 
soma de forças atrativas e forças repulsivas da dupla camada elétrica, quando essas 
se aproximam devido ao movimento browniano em solução. Essa dupla camada 
elétrica existe em torno de uma partícula, sendo resultado de íons e contra-íons na 
superfície da partícula. A camada de líquido que envolve a partícula apresenta íons 
que estão fortemente ligados e íons que estão mais dissociados. O potencial zeta 
corresponde potencial elétrico nesse campo hidrodinâmico de cisalhamento (SHAW, 
1992).   
Os potenciais zeta apresentados na TABELA 5 foram medidos para cada 
solução de polímero, nas mesmas condições de preparação para fazer os filmes 
finos (pH 6,7). Essa medida foi feita para investigar a carga das soluções que 
influencia no crescimento dos filmes possibilitando prever se ocorreria a adsorção 
dos polieletrólitos sobre o substrato. Quando os polímeros de cargas opostas dos 
polímeros são misturados e apresentam alto potencial zeta, a adsorção e interação 
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entre os polímeros é eletrostática. Quando os polieletrólitos não possuírem muitas 
cargas, a interação ocorrerá, principalmente, por ligações de hidrogênio (RICHERT 
et al., 2004a). 
 
TABELA 5 – DADOS DE POTENCIAL ZETA MEDIDOS, EM pH 6,7, PARA SOLUÇÕES DE 
GALACTOMANANA DE LEUCENA (GML), ALGINATO (AL), PARA A MISTURA GML-
AL, PARA O POLÍMERO POLI(ETILENIMINA) (PEI), PARA A POLI(ALILAMINA 
HIDROCLORADA) (PAH), PARA QUITOSANA (CHI) E PARA A POLI-L-LISINA (PLL) 
 
Amostra Potencial zeta (mV) Desvio padrão 
GML -9,2 0,9 
AL -48,3 4,9 
GML + AL -38,9 2,5 
PEI +39,5 5,6 
PAH +18,9 4,5 
CHI +32,7 3,2 
PLL +7,3 3,9 
 
FONTE: O autor (2011) 
 
Geralmente, quando as partículas tem um Zp muito positivo, ou muito 
negativo (onde a positividade ou a negatividade são maiores ou menores do que +30 
mV e -30 mV) as partículas repelem-se e a solução tende a ser estável. Por outro 
lado, quando esses valores são baixos, não há forças para prevenir a agregação 
dessas partículas (WONGSAGONSUP et al., 2005; CARNEIRO-DA-CUNHA et al., 
2011). Logo, pelos resultados obtidos na TABELA 5 a GML é a que apresentou a 
maior capacidade de agregação.  
Com relação ao Zp dos policátions, o PEI e a quitosana (CHI) apresentaram 
valores maiores de cargas positivas, enquanto que o PAH e a PLL apresentaram a 
positividade menor. O PEI e o PAH são polímeros sintéticos muito explorados em 
construção de filmes LBL que podem ser aplicados em diferentes campos de 
pesquisa. Já a aplicação da CHI e da PLL é essencialmente em filmes para fins 
biológicos. O fato da PLL e PAH apresentarem valores mais baixos pode ser 
decorrente da menor massa molar desses policátions. Vargas et al. (2009) 
estudaram o Zp para a quitosana também em soluções de 1%, contendo ácido 
  73 
acético e Tween 80, e obtiveram valores +62 mV, enquanto que CARNEIRO-DA-
CUNHA et al. (2011) obtiveram valores variando entre +31,6 a +63,5 mV, os quais 
foram dependentes do pH e da concentração de polissacarídeo.  
Para o poliânion alginato CARNEIRO-DA-CUNHA et al. (2011) obtiveram 
valores de -52 a -82,2 mV, os quais foram dependentes do pH e da concentração de 
cada amostra de polissacarídeo. 
Segundo os resultados da TABELA 5 a GML apresentou um valor de Zp, 
baixo ainda que negativo, mas que já era esperado por ser um polissacarídeo de 
estrutura neutra. Esse valor negativo pode ser explicado como proveniente de 
grupos hidroxilas presentes na estrutura da GML ou ainda pela presença de proteína 
na composição da amostra. O AL apresentou um valor negativo alto, de -48,3 mV, 
em razão da carga negativa presente e decorrente de sua constituição (ácidos 
manurônico e gulurônico). Com isso, o resultado da mistura final GM-AL apresentou 
uma carga final também com valores negativos altos. Sugerindo que na superfície 
desse filme predomina a presença do AL. Isso também confirma os resultados de 
comportamento reológico onde na mistura os resultados dos valores da viscosidade 
foram mais influenciados pela presença do alginato. 
Os comportamentos da mistura GML-AL por pontencial zeta, mostraram que 
essa poderia ser aplicada para o uso como um poliânion na formação de filmes 
multicamadas.  
 
4.3 ENSAIO BIOQUÍMICO CELULAR 
 
4.3.1 Análise de citotoxicidade da galactomanana e do alginato 
 
Essa avaliação foi realizada para verificar se os polissacarídeos utilizados 
nesse trabalho apresentavam alguma toxicidade para as células e se poderiam ser 
aplicados em ensaios biológicos.  
A viabilidade das células de fibroblasto de tecido conjuntivo de adipócitos de 
origem não tumoral (L929) foi medida através do método de MTT (FIGURA 29). O 
MTT (sal de tetrazólio), um sal hidrossolúvel e de cor amarelada, é convertido em 
cristais de formazan, de cor azul escura, pelas enzimas succinato desidrogenase 
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das mitocôndrias de células vivas (MOSMANN, 1983) avaliando dessa forma a 
morte celular.  
  
 
FIGURA 29 – VIABILIDADE DAS CÉLULAS L929 EXPOSTAS POR 24h ÀS AMOSTRAS DE 
GALACTOMANANA DE LEUCENA (GML) E ALGINATO (AL), EM CONCENTRAÇÕES 
DE 0,5 mg/mL (A) E 1,0 mg/mL (B), UTILIZANDO COMO CONTROLE NEGATIVO 
(CN) O TAMPÃO FOSFATO SALINO (PBS, pH 7,4) E O COMO CONTROLE 
POSITIVO (CP) O DIMETILSULFÓXIDO (DMSO) 
FONTE: O autor (2011) 
 
 A FIGURA 29 mostra os resultados obtidos para o teste de MTT, onde em A 
os polissacarídeos foram solubilizados a uma concentração de 0,5 mg/mL e em B 
com concentração de 1,0 mg/mL. A viabilidade medida, após 24h de contato entre a 
amostra e as células, foi obtida através de dados comparativos a um controle 
negativo (PBS) e controle positivo (DMSO). Todas as amostras, em ambas as 
concentrações, apresentaram valores de viabilidade celular próximas ao controle 
negativo, assim como ausência de efeitos citotóxicos significativos, com CL50 
(concentração letal de 50% das células em estudos) superior a 1 mg/mL.  
Como esperado, a galactomanana apresentou baixa citotoxicidade. Na 
literatura, apenas galactomananas modificadas apresentaram citotoxicidade como, 
por exemplo, complexadas com íons oxovanádio (NOLETO et al., 2009) que 
diminuíram a viabilidade de células HeLa em concentrações de 50-200 µg/mL.  
 
 
  75 
4.4 FORMAÇÃO, ANÁLISE E APLICAÇÃO DOS FILMES  
 
4.4.1 Filmes de galactomanana em monocamada 
 
Filmes finos de polissacarídeos adsorvidos em superfícies sólidas são 
importantes, por exemplo, para a imobilização de biomoléculas. Por isso, a formação 
de monocamadas de GML sobre silício puro foi estudada. Para tentar induzir a 
adsorção foi utilizado um potencial iônico com diferentes concentrações de NaCl. 
Entretanto, a GML não interagiu com o substrato de silício. Então, as placas de 
silícios, que possuem caráter aniônico, foram submetidas a um processo de 
silanização, pelo qual se recobriu o substrato com o reagente 3-
aminopropiltrimetoxisilano (APS). O APS, através de uma reação química forneceu à 
camada de silício, grupamentos amino, que permaneceram covalentemente ligados 
à lâmina, induzindo a formação de uma camada catiônica. Alternar as cargas da 
camada do substrato é uma das técnicas para induzir a adsorção de alguns 
materiais. Apenas em presença de APS na superfície, a GML adsorveu. Na 
literatura, o pKb relatado para grupos aminopropil é 3,3, a 20°C (HOOGENDAM et 
al., 1998). Em pH 4,0, condição que foram realizadas as análises, a GML adsorveu, 
provavelmente, porque devem estar ocorrendo interações do tipo íon-dipolo entre as 
hidroxilas do polissacarídeo e os grupamentos amino terminal, carregados 
positivamente, do APS.  
Para determinar a melhor concentração de GML que iria adsorver nas placas 
de silício, foi realizada uma isoterma de adsorção, utilizando diferentes 
concentrações de GML solubilizadas em solução de NaCl 10 mMol/L e em pH 4,0. A 
FIGURA 30 mostra os resultados obtidos para adsorção, após 4 horas de contato da 
solução do polissacarídeo com as placas de silício. Em concentrações entre 0,5 a 
1,5 mg/mL, observou-se a formação de um nanofilme com uma espessura em torno 
de 1,5 nm. Em concentrações maiores (2 mg/mL) a espessura obtida foi de 
aproximadamente 3 nm. Entretanto, como a finalidade do trabalho era a adsorção de 
proteínas ou partículas virais sobre a camada de polissacarídeo, para as análises 
posteriores foi fixada a concentração de 1 mg/mL, que corresponde à concentração 
crítica de agregação da GML, conforme resultados obtidos por espectro de 
fluorescência. A concentração menor foi escolhida para diminuir a probabilidade de 
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agregação de partículas, que pode ocorrer em concentrações maiores, e evitar a 
formação um filme não homogêneo de polissacarídeo.  
 
 
FIGURA 30 – VALORES MÉDIOS DE ESPESSURA (D) DE FILMES EM nm, DETERMINADOS POR 
ELIPSOMETRIA, OBTIDOS PARA A GALACTOMANANA DE LEUCENA (GML) 
SOLUBILIZADA EM NaCl, pH 4,0, DEPOSITADA EM PLACAS DE SILÍCIO AMINO 
FUNCIONALIZADAS 
FONTE: O Autor (2011) 
 
A elipsometria fornece a espessura média dos filmes, mas não os detalhes 
topográficos da camada adsorvida. Com isso a análise da morfologia por AFM foi 
usada como uma ferramenta complementar na caracterização dos filmes finos, já 
que fornece detalhes de superfície da camada adsorvida. A FIGURA 31 mostra a 
imagem topográfica obtida para a GML adsorvida sobre APS-silício. Além de uma 
camada relativamente homogênea, foram observados também alguns agregados 
cujos tamanhos são de aproximadamente 1,5 nm de altura. Esses agregados de 
polímeros, provavelmente, já estavam na solução usada para a adsorção, pois a 
GML estava em concentração limite de solubilidade. 
Ensaios de dessorção também foram realizados. Nesses, as placas 
funcionalizadas contendo GML adsorvidas foram colocadas em contato com água 
destilada por mais 24 horas, para se verificar o comportamento do polissacarídeo em 
função do tempo. O resultado obtido mostrou que não houve diminuição da 
quantidade do material adsorvido, indicando que não houve dessorção de GML do 
suporte. 
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FIGURA 31 - IMAGENS POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (2 X 2 µm) DE FILME DA 
GALACTOMANANA DE LEUCENA (GML) ADSORVIDO SOBRE SILÍCIO – APS (A), 
REPRESENTAÇÃO DA RUGOSIDADE NA LINHA DE SECÇÃO TRANSVERSAL (B) 
FONTE: O Autor (2011) 
 
A elipsometria forneceu a espessura média e a AFM forneceu a morfologia 
dos filmes. Mas, para comprovar qual era real composição química dos filmes 
desses filmes em monocamadas, foram feitas as análises de XPS (Espectroscopia 
Fotoeletrônica de Raio-X). A análise de XPS é capaz de fornecer valores da 
composição relativa elementar de cada componente da amostra. O espectro amplo 
obtido para a galactomanana adsorvida em silício-APS está demonstrado na 




  78 
 
FIGURA 32: AMPLO ESPECTRO DE XPS OBTIDO PARA O FILME DA GALACTOMANANA DE 
LEUCENA (GML) ADSORVIDA SOBRE SILÍCIO – APS, COM A DECONVOLUÇÃO 
DOS ESPECTROS DE C1S E N1S 
FONTE: O Autor (2011)  
 
No espectro amplo, pode-se ver picos mais proeminentes que equivaleram 
aos átomos de carbono (285,0 eV), nitrogênio (399,0 eV) e oxigênio (531,0 eV). O 
átomo de oxigênio pode estar relacionado tanto ao da amostra de polissacarídeo, 
quanto da amostra de silício; portanto, esse átomo foi descartado para o cálculo de 
composição relativa.  
A proporção relativa elementar presente na amostra foi de 88,4%, para o 
átomo de carbono e 11,5% para o nitrogênio. No espectro, em baixas energias de 
ligação, observaram-se os picos referente ao silício. Uma baixa concentração do íon 
sódio é observada em energia próxima a 500 eV, porém não foram detectados os 
íons cloro, que poderiam ter ficado adsorvidos no filme juntamente com a GML.     
Os dados obtidos no espectro de C1s estão representados na TABELA 6 e 
os dados de N1s estão na TABELA 7. Os diferentes átomos de carbono podem ser 
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distinguidos de acordo com o número de ligações do C com outros átomos. Por 
exemplo, uma ligação do tipo C-O fornece um deslocamento no espectro diferente 
de ligações do tipo C-C ou O-C-O (CHILKOTI; RATNER, 1993). Pela deconvolução 
do espectro C1s do filme, pode-se observar a presença de 3 picos para as ligações 
envolvendo os átomos de carbono na amostra. Esses três picos estão presentes nas 
energias de ligação 285,0 286,4 e 288,2 eV. A energia de ligação mais baixa 
corresponde às ligações envolvendo C-C e C-H, que podem estar relacionadas a 
GML. A ligação hemiacetal, proveniente da cadeia de açúcar da GML, e as ligações 
do tipo C–OH foram encontradas em maior proporção. Apenas 8,2% foi detectado 
em uma energia de ligação de 288,2 eV. Nesse valor, dois tipos de ligações podem 
estar presentes, a ligação do tipo acetal O-C-O, correspondente à cadeia do 
polissacarídeo ou a ligação entre o APS e a GML; e a ligação do tipo amida O=C-N.  
Com relação ao espectro N1s, observaram-se duas ligações que envolvem o 
átomo de nitrogênio, uma ligação amina e outra amida, que devem ser relacionadas 
ao APS presente sobre o substrato ou ainda com a presença de algumas proteínas 
que foram observadas na análise elementar da amostra de GML purificada. 
 
TABELA 6: DADOS OBTIDOS PARA ENERGIA DE LIGAÇÃO C1s EM ANÁLISES DE XPS PARA O 
FILME DE GALACTOMANANA DE LEUCENA (GML) ADSORVIDO SOBRE O SILÍCIO – 
APS 
 
Função química C1s Ligação Energia de ligação (eV) Porcentagem (%) 
Alquil C-C e C-H 285,0 49,6 
Álcool C-O 286,4 42,4 




FONTE: O Autor (2011)  
 
TABELA 7: DADOS OBTIDOS PARA ENERGIA DE LIGAÇÃO N1s EM ANÁLISES DE XPS PARA O 
FILME DE GALACTOMANANA DE LEUCENA (GML) ADSORVIDO SOBRE O SILÍCIO – 
APS 
 
Função química N1s Ligação Energia de ligação (eV) Porcentagem (%) 
Amina C-N 399,9 58,4 
Amida O=C-N 401,8 41,6 
 
FONTE: O Autor (2011)  
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4.4.2 Aplicações dos filmes de galactomanana em monocamada 
 
4.4.2.1 Interação dos filmes de galactomanana com proteínas 
 
4.4.2.1.1 Interação dos filmes com albumina  
 
Através do filme formado de GML sobre o silício aminofuncionalizado, foi 
testada a interação de proteínas sobre o polissacarídeo. A albumina (ALB) foi uma 
das proteínas escolhidas como proteína-modelo, por ser um dos principais 
componentes do sangue e por ter larga aplicação em diagnósticos. 
A imobilização da ALB sobre a superfície da GML em diferentes pHs foi 
investigada, mantendo o mesmo potencial iônico. A FIGURA 33 mostra que a 
variação do pH do meio entre 2-6 provocou mudanças na adsorção da ALB sobre o 
filme de GML adsorvido sobre o silício-APS. A variação do pH no meio, 
provavelmente, originou uma mudança nas cargas superficiais da ALB afetando 
assim a sua ligação com o substrato. Em pH 5.5, que é o ponto isoelétrico (pI) da 
albumina (CARTER; HO, 1994), houve a formação de um filme mais espesso. Acima 
do pH 5.5, como a proteína estava carregada negativamente não houve adsorção e 
nem formação de filmes.  
 
FIGURA 33 – ESPESSURAS DE FILMES DE ALBUMINA EM DIFERENTES pHs ADSORVIDOS 
SOBRE O FILME DE GALACTOMANANA DE LEUCENA (GML)  
FONTE: O Autor (2011) 
 
Esse comportamento observado na FIGURA 33 foi similiar ao obtido por 
Fujimoto et al. (2001), que avaliou a adsorção de ALB sobre superfície formada por 
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carboximetilcelulose (CMC)/quitosana, por Jó et al. (2009b) sobre superfície de 
xiloglucana e por Sierakowski et al. (2002) que usou galactomanana de L. 
leucocephala oxidada (LLOX) como filme-substrato. No entanto, a adsorção de ALB 
sobre LLOX formou filmes duas vezes mais espessos do que os formados pela 
GML. Essas variações em valores são aceitáveis já que as interações entre a 
proteína e as superfícies dependem de propriedades físico-químicas dos materiais 
envolvidos. Sabe-se que no pI o balanço final de cargas da albumina é nulo, mas 
ainda há presença de cargas positivas e negativas distribuídas na proteína 
(SEYREK et al., 2003) que são suficientes para manter a adsorção no substrato 
(SCHWINTÉ et al., 2002).  
Para complementar as análises de topografia, imagens de AFM para a ALB 
imobilizada sobre a GML- APS-Si em pH 5.5 (FIGURA 34) foram realizadas. O filme 
formado tornou-se mais rugoso depois da adsorção da proteína, com a presença de 
partículas esféricas. A estrutura da albumina foi previamente caracterizada por 
cristalografia de raio-X (BECKER et al., 1976) onde observou-se ser uma proteína 
globular, com dimensões de aproximadamente 8 nm por 3,8 nm. Esses valores 
podem ser relacionados aos obtidos para Z (FIGURA 34B) na representação gráfica 
da análise por AFM. Observou-se que algumas partículas mediram 
aproximadamente 8 e 16 nm, e que estão em concordância aos monômeros e aos 
dímeros da proteína adsorvida na superfície do polissacarídeo. 
 
 
FIGURA 34 - IMAGENS POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (1,4 X 1,4 µm) DA ALBUMINA 
(ALB) IMOBILIZADA EM pH 5,5 SOBRE O FILME DE GALACTOMANANA DE 
LEUCENA (GML) (A). REPRESENTAÇÃO DA RUGOSIDADE NA LINHA DE SECÇÃO 
TRANSVERSAL (B) 
FONTE: O Autor (2011) 
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Ensaios de dessorção, em 24 horas, também foram realizados para os 
filmes contendo albumina adsorvida sobre os filmes de GML. O resultado obtido 
mostrou que não houve alteração na espessura do filme, isto é, a proteína continuou 
adsorvida sobre o filme de GML (dados não apresentados). 
As análises de microscopia de fluorescência foram feitas para os filmes 
depositados em monocamadas e constituídos de GML e ALB para a 
complementação e comprovação visual da adsorção desses biopolímeros. Para 
isso, a galactomanana foi marcada pela sonda fluorescente de Rodamina (GML-RO) 






FIGURA 35 – IMAGENS DE MICROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA. GML MARCADA COM 
RODAMINA (RO) E ALB COM FLUORESCEÍNA (FL). (A) SOLUÇÃO GML-RO; (B) 
SOLUÇÃO ALB-FL; (C) FILME COM UMA MONOCAMADA DE GML-RO, E (D) FILME 
COM UMA MONOCAMADA DE GML SOBRE A QUAL FOI ADSORVIDA A ALB-FL 
FONTE: O Autor (2011) 
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As FIGURA 35 A E B mostram as imagens de controle obtidas para as 
soluções de GM-RO e ALB-FL. À partir dessas soluções, fez-se a deposição das 
camadas de GML e BSA formando os filmes finos. A FIGURAS 35 C mostrou 
apenas a monocamada de GML. A presença da coloração vermelha da rodamina, 
que está complexada com a GML, comprovou que o polissacarídeo foi adsorvido 
sobre o substrato, mesmo após ser lavado. A FIGURA 35 D é a imagem obtida para 
o filme contendo a galactomanana e a ALB-FL adsorvida sobre o filme de GML. A 
presença da fluorescência comprova que há a adsorção de ALB e que essa proteína 
permanece na superfície, mesmo após o processo de lavagem.  
Além das análises de microscopia de fluorescência, foram efetuadas as 
análises elementar por XPS da ALB adsorvida sobre o filme de GML. O espectro 
obtido para o filme ALB-GML-aminofuncionalizada está demonstrado na FIGURA 36. 
 
FIGURA 36: AMPLO ESPECTRO DE XPS OBTIDO PARA A PROTEÍNA ALBUMINA (ALB) 
IMOBILIZADA SOBRE FILME DE GALACTOMANANA DE LEUCENA (GML) 
ADSORVIDA SOBRE SILÍCIO – APS, COM A DECONVOLUÇÃO DOS ESPECTROS 
DE C1S E N1S 
FONTE: O Autor (2011)  
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No filme formado, observou-se a presença dos átomos de carbono, 
nitrogênio e oxigênio, que estão presentes na composição química dos carboidratos 
e das proteínas. O espectro não apresentou picos referentes aos íons sódio e cloro, 
indicando que se há sal adsorvido, essa quantidade deve ser muito baixa para não 
ser detectada pelo equipamento. A proporção relativa envolvendo C:N apresentou 
na amostra um valor de 80,3% para o átomo de carbono e de 19,9% para o átomo 
de nitrogênio. Comparando-se esse espectro de XPS com aquele contendo apenas 
a GML (FIGURA 32), observa-se que houve um aumento de nitrogênio nos filmes, 
proveniente provalmente da presença de proteína, que deve estar recobrindo parte 
da GML.  
Os dados obtidos dos espectros de C1s e N1s estão nas TABELAS 8 e 9, 
mostrando as proporções das diferentes ligações encontradas. A deconvolução do 
espectro de C1s apresenta quatro tipos de energias de ligação, uma energia a mais 
do que apenas o espectro obtido para o filme deGML. Em 285,7 eV apareceu um 
novo pico, que pode ser relacionado a ligações do tipo amina. Além disso, houve um 
aumento na proporção das ligações envolvendo o átomo de nitrogênio, sendo uma 
porcentagem de aproximadamente 40% das ligações no espectro C1s. 
No espectro N1s há a presença de duas energias de ligação, em 400,7 e 
402,8 eV. Essas ligações correspondem às ligações do tipo amida e amina, 
respectivamente, sendo em maior proporção, as ligações amina. As ligações O=C-N 
e O-N são indicativas da presença de albumina na amostra, pois amidas são típicas 
de ligações peptídicas, que são encontradas nas proteínas.  
 
TABELA 8: DADOS OBTIDOS PARA ENERGIA DE LIGAÇÃO C1s EM ANÁLISES DE XPS PARA O 
FILME DA PROTEÍNA ALBUMINA (ALB) IMOBILIZADA SOBRE O FILME DE 
GALACTOMANANA DE LEUCENA (GML) 
 
Função química C1s Ligação Energia de ligação (eV) Porcentagem (%) 
Alquil C-C e C-H 285,0 37,0 
Amina C-N 285,7 15,9 
Álcool C-O 286,6 22,3 
Amida O=C-N 288,1 24,7 
 FONTE: O Autor (2011)  
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TABELA 9: DADOS OBTIDOS PARA ENERGIA DE LIGAÇÃO N1s EM ANÁLISES DE XPS PARA O 
FILME DA PROTEÍNA ALBUMINA (ALB) IMOBILIZADA SOBRE O FILME DE 
GALACTOMANANA DE LEUCENA (GML) 
 
Função química N1s Ligação Energia de ligação (eV) Porcentagem (%) 
Amida O=C-N 400,7 24,7 
Amina O-N 402,8 75,3 
FONTE: O Autor (2011)  
 
Esses resultados juntos, somados aos obtidos pelos dados de elipsometria, 
AFM e microscopia comprovam a adsorção desses polímeros na formação de 
nanofilmes.  
 
4.4.2.1.2 Interação dos filmes de galactomanana com a Concanavalina A 
 
Outra proteína testada na monocamada de galactomanana foi a 
concanavalina (ConA), um modelo de lectina. As lectinas são proteínas que 
interagem, em presença de íons Mn2+ e Ca2+, especificamente com monômeros de 
glucose e manose. A adsorção foi feita em pH 4,5, na presença de MnCl2 e CaCl2 
0,01 mol/L durante 4h, a 24°C. A imagem de topografia (FIGURA 37), com corte 
transversal, mostra que a camada de ConA possui uma espessura média 2,0 nm (± 
0,5), resultado esse que está de acordo com o valor de 1,6 nm obtido por 
elipsometria (dados não mostrados). Como a GML tem uma cadeia principal de 
manose substituída por unidades de galactose, pode-se concluir que, neste pH 
testado, interações eletrostáticas entre os segmentos de GML e a lectina carregada 
positivamente devem estar influenciando essa adsorção. O reconhecimento de sítios 
de ligação da ConA com manose tem uma constante de valor 2,2 x 103 1/M 
(MANDEL; KISHORE; BREWER, 1994), o que também contribui para a adsorção.  
A imagem de AFM (FIGURA 37), com área escaneada de 2 µm x 2 µm, 
mostrou que a proteína foi dispersa na topografia irregular do filme, com esferas em 
tamanho médio de aproximadamente 3,0 nm. Essas dimensões estão de acordo 
com a da lectina (BECKER et al., 1976), cujo monômero apresentou-se com 
dimensões de 4,2 x 4,0 x 3,9 nm (REEKE; BECKER; EDELMAN, 1975), apesar de 
se saber que entre pH 5 – 6,7, a proteína tende a assumir a forma dimérica, em 
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contraste com a forma tetramétrica obtida quando em pHs mais altos (KALB; 
LUSTIG, 1968).  
 
FIGURA 37 - IMAGENS POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (2 X 2 µm) DA PROTEÍNA 
CONCANAVALINA (ConA) A IMOBILIZADA SOBRE FILME DA GALACTOMANANA 
DE LEUCENA (GML) ADSORVIDO SOBRE SILÍCIO – APS (A). REPRESENTAÇÃO 
DA RUGOSIDADE NA LINHA DE SECÇÃO TRANSVERSAL (B) 
FONTE: O Autor (2011) 
 
Morfologias por análise de AFM e similares foram observadas para a ConA 
adsorvida em superfícies de polissacarídeos como CMC (CASTRO; KAPPL; PETRI, 
2005), goma de caju (MACIEL et.al., 2007) e filmes de xiloglucana (SIERAKOWSKI 
et al., 2007), em que a espessura média foi 4,0 ± 1,0 nm, 2,5 ± 0,5 nm e 2,5 ± 0,5 
nm, respectivamente.  
O comportamento de adsorção de proteínas é ainda mais complexo do 
que o dos polieletrólitos, portanto a adsorção e a afinidade de ligação da lectina com 
filmes de GML-amino terminal foram avaliadas ao se testar o reconhecimento do 
sítio de ligação de carboidratos da ConA na presença de 50 mMol de manose, 
concentração suficiente para bloquear os sítios específicos dessa proteína 
(PEREIRA et al., 2008). A afinidade da lectina por açúcares é atribuída à 
organização multivalente e espacial da molécula. Nesse trabalho, a solução de 
manose inibiu a adesão da lectina conforme dados obtidos por elipsometria, isso é 
as unidades de manose bloquearam o reconhecimento da ConA pelo sítio de ligação 
da GML, indicando que o sítio de reconhecimento de ligação da GML-ConA é 
específico.  
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Estudos de espectroscopia (REEKE; BECKER; EDELMAN, 1975) revelaram 
que o reconhecimento molecular da ConA por unidades de glucose em carboidratos 
possuem relação com as configurações de hidroxilas nos carbonos 3, 4 e 6. Por 
cristalografia de raios X do complexo ConA-metil-α-D-manopiranose (DEREWENDA 
et al., 1989; RINI et al., 1993) foi mostrado que os átomos de oxigênio O-3, O-4, O-5 
e O-6 dos carboidratos estão diretamente ligados ao hidrogênio da proteína. Além 
disso, estudos sugeriram que modificações nas posições C-3, C-4 e C-6 da D-
manopiranose, impediram a ligação do açúcar com a ConA (GOLDSTEIN; 
HOLLERMAN; SMITH, 1965). Apenas quando a substituição de um dos átomos de 
hidrogênio na posição C-6 foi um grupo hidroximetil (JAIPURI; COLLET; POHL, 
2008) ocorreu a ligação da proteína. Isso porque a presença de moléculas de água 
localizadas próximas ao grupo hidroxil do C-6 não redutores da manose ajudou a 
mediar a interação do açúcar-lectina, estabilizando a ligação (SANDERS et al., 2001; 
NAISMITH, FIELD, 1996, GOLDSTEIN; HOLLERMAN, SMITH, 1965). 
Baseado nessa informação, e como a cadeia da GML é composta por β-D-
(1→4) manose, com a posição C-6 de algumas unidades substituídas por galactose, 
pode-se propor que o reconhecimento da ConA deve ser pelos OH dos grupos C-3 e 
C-6 da manose não substituída (KAKU; GOLDSTEIN, 1991).  
Análises termodinâmicas mostraram que as interações carboidratos – 
lectinas são dirigidas por termos entálpicos (CARVER et al., 1989; QUIOCHO, 
1989), sugerindo que as interações GML-ConA estejam ocorrendo através de 
ligações de hidrogênio ou forças de van der Waals. A interação lectina-carboidrato é 
importante porque pode fornecer informações em estudos de processos celulares e 
mecanismos de ligações ainda não bem identificados como, por exemplo, em 
processos de adesão celular e reconhecimento de patógeno através de carboidratos 
específicos no sistema imune, assim como no desenvolvimento de sondas 
(CASTRO; KAPPL; PETRI, 2005). 
Além disso, sabe-se que o perfil estrutural das glicanas e seu 
reconhecimento particular por lectinas estão envolvidos na progressão da doença da 
dengue, fazendo com que as análises de ligação sacarídeo-lectina sejam um 
importante passo como ferramentas de diagnósticos (BOUVENG; LINDBERG, 
1965). 
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Ensaios de dessorção, em 24 horas, também foram realizados para os 
filmes contendo a lectina adsorvida sobre os filmes de GML. O resultado obtido 
mostrou que não houve alteração na espessura do filme, isto é, a proteína continuou 
adsorvida sobre o filme de GML (dados não mostrados). 
Análises de XPS foram feitas para o filme de ConA adsorvido sobre o de 
GML- silício amino terminal. O espectro obtido está demonstrado na FIGURA 38. Os 
átomos de carbono, nitrogênio e oxigênio estão presentes no filme e a proporção 
C:N calculada foi de 85,9% para o carbono e 14,1% para o nitrogênio. 
 
FIGURA 38: AMPLO ESPECTRO DE XPS OBTIDO PARA A PROTEÍNA CONCANAVALINA A 
(ConA) IMOBILIZADA SOBRE FILME DE GALACTOMANANA DE LEUCENA (GML) 
ADSORVIDA SOBRE SILÍCIO – APS, COM A DECONVOLUÇÃO DOS ESPECTROS 
DE C1S E N1S 
FONTE: O Autor (2011)  
 
As TABELAS 10 e 11 sumarizam os dados encontrados nos picos de C1s e 
N1s. Pela deconvolução do espectro C1s observa-se quatro energias de ligação para 
o átomo de carbono. A energia de ligação mais baixa, em 285,0 eV é relacionada a 
ligações do tipo C-C e C-H, e a energia em 286,6 eV corresponde a ligação C-O, 
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que podem ser decorrentes da presença GML no filme. A energia de ligação em 
285,7 eV, que envolve ligações entre o átomo de carbono e de nitrogênio, está 
presente nesse filme, e não foi presenciada no filme contendo apenas a GML, 
indicando que nessa amostra houve a adsorção da proteína ConA. 
Mais uma evidência da adsorção da ConA sobre o filme de GML pode ser 
obseervada na deconvolução do espectro N1s. Nesse observa-se dois tipos de 
energia de ligação, uma em 400,7 eV, que corresponde a ligação do tipo amida, e 
uma em 402,8 eV que corresponde a ligação amina. Pode-se observar também que 
a maior parte de ligações envolvendo o nitrogênio na amostra está envolvida em 
ligações do tipo amida. A presença de amida no filme indica que houve a adsorção 
da ConA sobre a monocamada de GML, recobrindo parte desse polisscarídeo. 
 
TABELA 10: DADOS OBTIDOS PARA ENERGIA DE LIGAÇÃO C1s EM ANÁLISES DE XPS PARA O 
FILME DA PROTEÍNA CONCANAVALINA A (ConA) IMOBILIZADA SOBRE FILME DE 
GALACTOMANANA DE LEUCENA (GML) 
 
Função química C1s Ligação Energia de ligação (eV) Porcentagem (%) 
Alquil C-C e C-H 285,0 26,7 
Amina C-N 285,7 23,1 
Álcool C-O 286,6 17,5 
Amida O=C-N 288,3 32,7 
 
FONTE: O Autor (2011)  
 
TABELA 11: DADOS OBTIDOS PARA ENERGIA DE LIGAÇÃO N1s EM ANÁLISES DE XPS PARA O 
FILME DA PROTEÍNA CONCANAVALINA A (ConA) IMOBILIZADA SOBRE FILME DE 
GALACTOMANANA DE LEUCENA (GML) 
 
Função química N1s Ligação Energia de ligação (eV) Porcentagem (%) 
Amida O=C-N 400,7 97,4 
Amina C-N 402,8 2,6 
 
FONTE: O Autor (2011)  
 
Esses dados comprovam a adsorção da proteína sobre o filme de GML- 
silício amino terminal, e complementaram os resultados obtidos pela elipsometria e 
por AFM. 
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4.4.2.2 Interação dos filmes de galactomanana com o vírus da dengue 
 
A capacidade de adsorção da glicoproteína em silício recoberto por 
polissacarídeo motivou a investigação de estudos de moléculas mais complexas, 
como partículas do vírus da dengue. Para isso, foi analisada a adsorção de 
partículas isoladas do vírus da dengue tipo 1 (DENV-1), tipo 2 (DENV-2) e tipo 3 
(DENV-3) sobre a superfície de GML depositada sobre silício modificado com o 
amino terminal.  
O vírus da dengue possui um capsídeo composto por três proteínas 
estruturais, incluindo a glicoproteína E, responsável pela ligação do vírus às células 
hospedeiras através do reconhecimento de anticorpos específicos (KUNO et al., 
1990). Além disso, estudos demonstraram que a presença de unidades de manose é 
importante para a ligação da proteína E, durante o processo de entrada do vírus nas 
células (HUNG et al., 1999).  
Os valores de elipsometria para os vírus DENV-1 e DENV-3 adsorvidos nos 
filmes de GML forneceram uma espessura média de 1,7 ± 0,6 e 0,8 ± 0,5 nm 
(FIGURA 39), respectivamente. O DENV-2 apresentou uma adsorção de 3,7 nm ± 
1,15 nm, sendo, portanto, a maior adsorção dos três tipos de vírus. As adsorções de 
partículas de dengue em filmes de GML devem estar sendo mediadas pelas ligações 
de H entre os resíduos polares da proteína E e a superfície composta por grupos 
hidroxilas presentes na cadeia do polissacarídeo. Como os sorotipos do vírus da 
dengue diferenciam na composição da proteína E, as diferenças dos valores de 
espessura podem ser correlacionadas aos diferentes sorotipos. 
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FIGURA 39 – VALORES DE ESPESSURAS MÉDIA (D), EM nm, DETERMINADOS POR 
ELIPSOMETRIA PARA OS VÍRUS DA DENGUE (DENV-1, 2 E 3) ADSORVIDOS 
SOBRE OS FILMES DE GML  
FONTE: O Autor (2011) 
 
As leituras de elipsometria foram calculadas ao obter a média dos valores 
medidos em diferentes áreas dos filmes, demonstrando que o vírus da dengue não 
recobriu de forma homogênea a superfície, sendo inclusive esse fator o responsável 
pelo alto desvio padrão (FIGURA 39).  
A imagem de topografia de AFM (FIGURA 40) obtida para o DENV-2 
adsorvido sobre filme de GML, com o correspondente corte transversal, confirmou os 
resultados acima descritos. 
 
 
FIGURA 40: IMAGENS POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (2 X 2 µm) DE VÍRUS DA 
DENGUE (DENV-2) IMOBILIZADO SOBRE O FILME DA GALACTOMANANA DE 
LEUCENA (GML) (A). REPRESENTAÇÃO DA RUGOSIDADE NA LINHA DE SECÇÃO 
TRANSVERSAL (B) 
FONTE: O Autor (2011) 
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Já foi inicialmente demonstrado por microscopia de transmissão 
(LINDENBACH; RICE, 2005) que o DENV-2 apresenta dois tipos de diâmetros, uma 
partícula de 50 nm correspondente a um núcleo denso de 30 nm e o envelope 
lipídico; e uma partícula de 14 nm correspondente ao vírus e a partícula de 
hemaglutinina de sedimentação (SHA). As dispersões de vírus da dengue usadas 
para os experimentos de adsorção continham partículas de DENV secretadas pelos 
vírus e proteínas adicionais usadas no meio de cultura. A presença de entidades 
esféricas pode ser observada por imagens de AFM, com aproximadamente 27,3 nm, 
cujo tamanho pode ser correlacionado com o núcleo do vírus, já que o envelope 
lipídico pode ter rompido durante o procedimento de secagem. Todos esses dados 
estão de acordo com os resultados apresentados por Pereira et al. (2008), no qual 
uma mistura de xiloglucana e alginato de sódio foi usada como filme suporte para o 
vírus da dengue. 
Ensaios de dessorção também foram realizados. Nesses, as placas 
funcionalizadas foram colocadas em contato com água destilada, por mais 24 horas, 
removidas, secas e analisadas novamente por elipsometria. E negligenciáveis 
mudanças foram observadas, indicando adsorção irreversível dos vírus da dengue. 
A adsorção do vírus DENV-2 também foi analisada por espectrometria de 
XPS (FIGURA 41). O filme DENV-2 adsorvido sobre a GML-amino terminal 
apresentou a proporção C:N de nitrogênio de 10,9% enquanto e a proporção dos 
átomos de carbono foi de 89,1%. As ligações envolvidas estão descritas nas 
TABELAS 12 e 13. 
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FIGURA 41: AMPLO ESPECTRO DE XPS OBTIDO PARA A ADSORÇÃO DO VÍRUS DA DENGUE 
(DENV-2) IMOBILIZADO SOBRE O FILME DE GALACTOMANANA DE LEUCENA 
(GML) ADSORVIDA SOBRE SILÍCIO – APS, COM A DECONVOLUÇÃO DOS 
ESPECTROS DE C1S E N1S 
FONTE: O Autor (2011)  
 
Os resultados apresentados nas TABELAS 12 e 13 referentes à 
quantificação de C1s e N1s mostraram os dados que foram obtidos da deconvolução 
dos espectros. O espectro de C1s apresentou quatro tipos de energias de ligação, 
assim como nos filmes contendo ALB ou ConA, uma a mais do que na amostra 
contendo apenas GML. Pode-se observar duas energias de ligação (285,0 e 286,6 
eV) que envolveram apenas átomos de carbono, hidrogênio e oxigênio. As ligações 
em 285,8 e em 287,4 eV correspondem a ligações do tipo amina e amida 
respectivamente. 
Na deconvolução do espectro N1s, dois tipos de ligações foram observados, 
uma em 400,8 eV (amida) e uma em 401,5 eV (amina). Diferentes dos filmes de ALB 
e ConA, o espectro para o vírus apresentou uma proporção próxima entre os dois 
tipos de ligações envolvendo o nitrogênio. Essa diferença deve ser proveniente da 
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composição das proteínas pois o vírus da dengue apresenta em seu capsídeo a 
presença da proteína E, que pode apresentar diferença na composição das ligações 
em que envolvem os átomos de carbono e nitrogênio.  
 
TABELA 12: DADOS OBTIDOS PARA ENERGIA DE LIGAÇÃO C1s EM ANÁLISES DE XPS PARA O 
FILME DO VÍRUS DA DENGUE (DENV-2) IMOBILIZADO SOBRE O FILME DE 
GALACTOMANANA DE LEUCENA (GML) 
 
Função química C1s Ligação Energia de ligação (eV) Porcentagem (%) 
Alquil C-C e C-H 285,0 35,7 
Amina C-N 285,8 13,5 
Álcool C-O 286,6 20,5 
Amida O=C-N 287,4 30,3 
FONTE: O Autor (2011)  
 
 TABELA 13: DADOS OBTIDOS PARA ENERGIA DE LIGAÇÃO N1s EM ANÁLISES DE XPS PARA 
O FILME DO VÍRUS DA DENGUE (DENV-2) IMOBILIZADO SOBRE O FILME DE 
GALACTOMANANA DE LEUCENA (GML) 
 
Função química N1s Ligação Energia de ligação (eV) Porcentagem (%) 
Amida O=C-N 400,8 50,5 
Amina C-N 401,5 49,5 
FONTE: O Autor (2011)  
 
Portanto essas análises e interpretações, em que se pode observar ligações 
típicas de carboidratos e de proteínas na superfície do filme, comprovaram a 
adsorção do vírus DENV-2 sobre a camada de GML- silício amino terminal, 
complementando os resultados obtidos pela elipsometria e por AFM. 
 
4.4.2.3 Interação dos filmes de galctomanana – Concanavalina A com vírus da 
dengue 
 
Tassaneetrithep et al. (2003) e Navarro-Sanchez et al. (2003) mostraram 
que o mosquito vetor do vírus da dengue interage com a lectina para entrar 
eficientemente nas células. Como todas as flavoviroses (viroeses decorrentes de 
infecção por vírus da família Flaviviridae), o vírus da dengue precisa de uma etapa 
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para replicação no artrópode vetor antes de ser transmitido aos humanos (REY, 
2003). Em uma infecção natural, o vírus é depositado na pele pelo mosquito 
infectado. As células dendríticas da pele possuem uma lectina específica para a 
manose dos carboidratos presentes nos vírions produzidos nas células infectadas do 
inseto. Por tudo isso, os filmes de monocamadas de GML-ConA foram testados para 
observar a influência que a ConA, previamente adsorvida no filme de polissacarídeo, 
teria sobre a adsorção do vírus.  
O sorotipo DENV-2 foi escolhido para essa imobilização por duas razões: 
primeira, estudos mostraram que há uma maior probabilidade de ocorrência de 
sintomas mais severos em infecções secundárias com DENV-2 do que com outros 
sorotipos (VAUGHN et al., 2000) e segunda, os filmes mais espessos na GML foram 
obtidos para esse sorotipo. As partículas virais adsorveram no filme contendo ConA 
com espessura média, medida por elipsometria, de 4,7 nm ± 1,3. Esse resultado foi 
maior do que o observado para as superfícies contendo apenas GML, o que indicou 
que a presença da lectina influencia a adsorção dos vírus nos filmes. Apesar dos 
dados elipsométricos não diferirem muito, a imagem de topografia de AFM (FIGURA 
42) mostrou a diferença na superfície do filme.  
 
 
FIGURA 42: IMAGENS POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (2 X 2 µm) DE VÍRUS DA 
DENGUE (DENV-2) IMOBILIZADO SOBRE O FILME DE GML-ConA (A). 
REPRESENTAÇÃO DA RUGOSIDADE NA LINHA DE SECÇÃO TRANSVERSAL (B) 
FONTE: O Autor (2011)  
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Além do aumento no número de partículas esféricas, houve um aumento na 
rugosidade de 0,9 ± 0,1 nm para 1,5 ± 0,1 nm, indicando um maior número de 
moléculas adsorvidas. O corte transversal correspondente da AFM, mostrou 
partículas arranjadas entre o filme de proteína-carboidrato com tamanhos superiores 
a 15 nm. Como não se pode distinguir o tipo de partícula, pode-se concluir que 
essas correspondem provavelmente às partículas de SHA, secretadas pelos vírus da 
dengue, e que possuem diâmetro de 14 nm. 
Como a ConA liga-se especificamente a manose, a adesão de partículas 
virais no filme de GML-ConA foram avaliadas com a presença de 50 mMol/L de 
manose. A espessura média de 2,7 nm ± 1,4 mostrou que a presença de manose 
diminui a adsorção do vírus em até 50%, sugerindo que a manose livre compete 
com o filme de GML-ConA para a ligação com o vírus. Pode-se sugerir que quando a 
lectina está ligada a manose, a proteína E não consegue reconhecer os sítios de 
ligação da lectina no filme de GML, e a adsorção viral é diminuída. Apesar de estar 
reduzida, alguns vírus ainda aderem, o que pode ser relatado ao reconhecimento do 
vírus a manose exposta presente na cadeia de GML, diferenciando do trabalho em 
que se usou xiloglucana (PEREIRA et al., 2008), CMC (CASTRO; KAPPL; PETRI, 
2005) e superficies sólidas (PEREIRA et al., 2010) que demostraram que a adsorção 
do vírus diminuiu consideravelmente, devido a ausência de manose na cadeia 
principal dos polímeros que foram utilizados. 
A FIGURA 43 mostra um resumo dos resultados obtidos para os filmes 
monocamadas que foram desenvolvidos. Inicialmente, o biopolímero GML foi 
adsorvido sobre o substrato de silício amino-terminal. Então, sobre esse foram 
testadas a adsorção de duas proteínas, ALB e ConA. A ALB (FIGURA 43A) formou 
um filme mais espesso em pH 5.5, provavelmente por haver interações do tipo íon-
dipolo carboidrato com as aminas terminais da proteína. A lectina foi capaz de 
adsorver (FIGURA 43B) explorando a capacidade de ligar as unidades de manose. 
Não apenas lectinas foram testadas, como também diferentes sorotipos do vírus da 
dengue foram adsorvidos em filmes de GML (FIGURA 43C). Ambos, vírus e lectinas, 
foram testados no mesmo substrato GML (FIGURA 43D) sugerindo uma aplicação 
em sensores de carboidratos.  
  97 
 
FIGURA 43 – DESENHO ESQUEMÁTICO RESUMINDO A FORMAÇÃO DOS FILMES EM 
MONOCAMADA DE GML SOBRE APS-Si. EM (A), A DEPOSIÇÃO DE ALB SOBRE 
O FILME DE GML-APS, EM (B) A DEPOSIÇÃO DA ConA SOBRE O FILME DE GML-
APS, EM (C) A DEPOSIÇÃO DO VÍRUS DA DENGUE SOBRE O FILME DE GML-
APS E EM (D) A DEPOSIÇÃO SIMULTÂNEA DO VÍRUS DA DENGUE E DA 
PROTEÍNA ConA SOBRE O FILME DE GML-APS 
FONTE: O Autor (2011)  
 
E finalmente, a FIGURA 44 complementa os resultados demonstrando 
esquematicamente os filmes adsorvidos com suas respectivas espessuras.  Esses 
resultados foram significativos já que a dengue é a mais importante doença viral 
transmitida por um mosquito e a febre causada pela dengue representa um dos 
maiores problemas de saúde pública no mundo, especialmente nas áreas tropicais. 
A Organização Mundial da Saúde (WHO, 2011) estima em mais de 100 países que 
aproximadamente 50 milhões de pessoas se infectam a cada ano por esse vírus. 
Como a dengue é uma doença muito importante, maiores informações com relação 
à ligação do vírus durante o processo de infecção na célula hospedeira são 
necessárias para desenvolvimento de técnicas destinadas a investigação de 
diagnóstico dessa doença.  
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FIGURA 44 – DESENHO ESQUEMÁTICO RESUMINDO E DEMONSTRANDO A FORMAÇÃO DOS 
FILMES EM MONOCAMADA DE GML SOBRE APS-Si COM SUAS RESPECTIVAS 
ESPESSURAS 
FONTE: O Autor (2011)  
 
4.4.3 Desenvolvimento de filmes multicamadas 
 
A formação de filmes em multicamadas foi desenvolvida utilizando a técnica 
layer-by-layer (LBL). A sequencial deposição de policátions e poliânions em 
superfícies sólidas tem sido muito empregada em diversas áreas. Esses produtos 
finais formados são comumente chamados de filmes de multicamadas de 
polieletrólitos, ou em inglês polyelectrolyte multilayers (PEM) (DECHER, 1997).  
Nesse trabalho, foi explorada a técnica LBL através de diferentes 
metodologias de deposição: imersão, spray, spin coating e acompanhamento de 
crescimento por monitoramento da dissipação em microbalança de cristal de quartzo 
(QCM-D). Como essa técnica tem como base a atração das moléculas através de 
cargas opostas, diferentes sistemas de biopolímeros aniônicos e catiônicos foram 
escolhidos para o estudo. 
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Como polímero aniônico foi explorada a aplicação da mistura GML-AL. A 
quitosana (CHI), o polipeptídio poli-L-lisina (PLL) e o polímero poli(alilamina 
hidroclorada) (PAH) foram usados como polímeros catiônicos. Os valores de pKa de 
cada um deles estão listados na TABELA 14. 
 
TABELA 14 – DADOS DE pKa PARA OS POLÍMEROS ALGINATO, POLI(ALILAMINA 
HIDROCLORADA), POLI-L-LISINA (PLL) E QUITOSANA 
 
Amostras  pKa  
Alginato de sódio  3,38 (ácido manurônico)a 
3,65 (ácido gulurônico)a 
poli(alilamina hidroclorada) 8,5b  
poli-L-lisina 10.68c 
Quitosana 6.5d  
 
aHAUG (1961) 
b ITANO; CHOI; RUBNER (2005) 
c BRANT; FLORY (1965) 
d ANTHONSEN; SMIDSRØD (1995) 
FONTE: O Autor (2011) 
 
 
4.4.3.1 Análises por microscopia de fluorescência da galactomanana e alginato em 
solução e em filmes multicamadas da mistura galactomanana-alginato 
 
Há relatos da adsorção do alginato de sódio para formação de filmes LBL 
(MARTINS et al., 2010; MAURSTAD et al., 2008; MJAHED et al., 2009) já que esse 
é carregado negativamente entretanto, não existem relatos de filmes LBL formados 
utilizando a GML. Como a GML não é carregada, a solução de lavagem poderia 
estar removendo-a do sistema, logo após a sua deposição. Assim, antes de iniciar o 
estudo da formação dos filmes multicamadas, os dois polissacarídeos foram 
marcados com as suas respectivas sondas fluorescentes para acompanhar o 
processo de deposição dos filmes. 
As análises de microscopia de fluorescência foram realizadas em filmes 















FIGURA 45 – IMAGENS OBTIDAS POR MICROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA (AUMENTO DE 
200x) EM QUE SE MARCOU A GALACTOMANANA (GML) COM RODAMINA (RO) E O 
ALGINATO (AL) COM FLUORESCEÍNA (FL). (A) SOLUÇÃO DE GML-RO; (B) 
SOLUÇÃO DE AL-FL; (C) FILME COM 10 CAMADAS DA MISTURA GML-AL/PAH, 
CONTENDO A GML MARCADA COM RO E (D) FILME COM 10 CAMADAS DA 
MISTURA GML-AL/PAH, CONTENDO O AL MARCADO COM FL 
FONTE: O autor (2011) 
 
 
A FIGURA 45 mostra as imagens obtidas em microscopia de fluorescência 
para os filmes LBL. Nas FIGURAS 45A e 45C marcou-se a GML com rodamina 
(GML-RO) e nas FIGURAS 45B e 45D, marcou-se o AL com fluoresceína (AL-FL). 
As FIGURAS 45A e 45B mostram imagens apenas das soluções de GML-RO ou AL-
FL, observando-se que os dois polissacarídeos foram marcados. A partir dessas 
soluções fluorescentes, os filmes multicamadas foram confeccionados utilizando ora 
um, ora outro polissacarídeo marcado na mistura GML-AL. Mesmo após o processo 
de lavagem, tanto a GML-RO quanto o AL-FL permaneceram no filme a cada nova 
deposição. Inclusive pode-se observar que além dos polímeros recobrirem a 
superfície da lâmina, houve também a presença de partículas que podem ser 
decorrentes da ligação entre o AL e os íons Ca2+. A presença de partículas nos 
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filmes em que o AL está marcado pode ser devido à ligação cruzada que o AL faz 
com íons cálcio. Essas ligações cruzadas formando partículas foram também 
demonstradas anteriormente no trabalho de Valenga (2007). Mas, como mostram as 
imagens, nos filmes em que apenas a GML está marcada, houve também a 
presença de partículas, mostrando que as cadeias dos polissacarídeos em sinergia 
podem estar interagindo de uma maneira que faz com que a GML também participe 
da formação de partículas com os ions cálcio.  
Esses resultados de fluorescência são especialmente importantes para dar a 
continuidade à aplicação das misturas de GML-AL como polieletrólitos e formação 
de filmes. 
 
4.4.3.2 Filmes multicamadas de galactomanana-alginato/ poli(alilamina hidroclorada) 
 
Inicialmente, o sistema testado para formar filme LBL foi a mistura GML-AL 
como poliânion e a poli(alilamina hidroclorada) (PAH) como policátion. A PAH foi o 
primeiro polímero catiônico testado por Decher, Hong e Schimtt (1992) e, desde 
então, por ter sua empregabilidade muito explorada, tornou-se o policátion mais 
estudado pela técnica de LBL, com suas propriedades bem caracterizadas.  
Diferentes técnicas de LBL foram testadas para as adsorções. Os resultados 
obtidos com o crescimento dos filmes pelos métodos de imersão, spin-coating e 
spray são apresentados na FIGURA 46. 
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FIGURA 46 – REPRESENTAÇÃO GRÁFICA DA ESPESSURA DOS FILMES OBTIDOS PELA 
TÉCNICA LBL, COMPOSTOS PELA MISTURA GALACTOMANANA-ALGINATO E 
POLI(ALIALAMINA HIDROCLORADA) (GML-AL/PAH), APLICANDO OS MÉTODOS 
DE IMERSÃO (▲), DE SPRAY (❑) E SPIN-COATING (●)  
FONTE: O Autor (2011) 
 
Nas três metodologias de deposição dos polímeros os valores de 
espessuras de filmes obtidos foram semelhantes com 30 camadas depositadas, 
apresentando espessura de aproximadamente 60 nm. O crescimento dos filmes 
ocorreu de uma forma linear a cada nova camada adicionada, como observado no 
sistema mais estudado contendo PAH, que é o sistema PSS, poli(estireno 
sulfonato)/PAH (LADAM et al., 2000; CARUSO et al., 1999b; PICART et al., 2001a).  
Esse crescimento é explicado por esses filmes apresentarem uma estrutura 
estratificada, na qual cada camada de polieletrólito interpenetra apenas nas 
camadas vizinhas onde foi adsorvido, principalmente por interações eletrostáticas 
entre os polissacarídeos da solução com os polieletrólitos de cargas opostas que 
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estão formando a camada mais externa no filme (RICHERT et al., 2004c). Cada 
novo polieletrólito depositado possui um excesso das cargas opostas que irão parear 
e inverter o potencial zeta da camada mais externa do filme em crescimento. O 
excesso de cargas é o responsável por limitar a quantidade de material que será 
adsorvido por causa da repulsão do material excedente, promovendo o crescimento 
do filme (LADAM et al., 2000). Apesar de haver interpenetração entre as camadas 
vizinhas, as camadas que estão mais distantes entre si, não estabelecem nenhum 
tipo de “comunicação” (HÜBSCH et al., 2004).  
Os filmes depositados em substrato apresentaram espessura em escala 
nano e, portanto, não são percebidos visualmente quando se está no início da 
deposição dos polieletrólitos. Uma maneira de saber que estavam crescendo e 
ficando mais espessos, com o aumento da deposição de camadas, foi observar se 
houve alteração de coloração do substrato. Essa alteração visual macroscópica 
começou a ser percebida após a adição de algumas camadas, em que o substrato 
começou a ter uma colocarão azul, seguida de coloração rósea com o aumento de 
adsorções (acima de 40 camadas) (FIGURA 47). 
 
  
FIGURA 47 – EXEMPLO DE MUDANÇA DE COLORAÇÃO DO SUBSTRATO SILÍCIO CONFORME 
A DEPOSIÇÃO DE CAMADAS DO SISTEMA GALACTOMANANA-ALGINATO E 
POLI(ALIALAMINA HIDROCLORADA) (GML-AL/PAH) 
FONTE: O Autor (2011)  
 
 
As imagens de AFM foram feitas para os filmes LBL a fim de observar-se 
como seriam as superfícies obtidas. Para a análise foram usados filmes, contendo 
40 camadas de polieletrólitos, formados pelas diferentes deposições, com uma 
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espessura entre 80 a 90 nm (medida por elipsometria) (FIGURAS 48, 49 e 50), e 
com a camada de PAH finalizando os filmes.  
 
 
FIGURA 48 - IMAGEM POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (2 X 2 µm) DO FILME LBL  DE 
GALACTOMANANA - ALGINATO E POLI(ALIALAMINA HIDROCLORADA) (GML-
AL/PAH) (40 CAMADAS) ADSORVIDO SOBRE SILÍCIO COM A TÉCNICA DE SPIN-
COATING (A). REPRESENTAÇÃO DA RUGOSIDADE NA LINHA DE SECÇÃO 
TRANSVERSAL (B)   
FONTE: O Autor (2011) 
 
FIGURA 49 - IMAGEM POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (2 X 2 µm) DO FILME LBL DE 
GALACTOMANANA - ALGINATO E POLI(ALIALAMINA HIDROCLORADA) (GML-
AL/PAH) (40 CAMADAS) ADSORVIDO SOBRE SILÍCIO COM A TÉCNICA DE 
IMERSÃO (A). REPRESENTAÇÃO DA RUGOSIDADE NA LINHA DE SECÇÃO 
TRANSVERSAL (B) 
FONTE: O Autor (2011) 
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FIGURA 50 - IMAGEM POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (2 X 2 µm) DO FILME LBL DE 
GALACTOMANANA - ALGINATO E POLI(ALIALAMINA HIDROCLORADA) (GML-
AL/PAH) (40 CAMADAS) ADSORVIDO SOBRE SILÍCIO COM A TÉCNICA DE SPRAY 
(A). REPRESENTAÇÃO DA RUGOSIDADE NA LINHA DE SECÇÃO TRANSVERSAL 
(B) 
FONTE: O Autor (2011) 
 
As imagens de topografia (FIGURAS 48A, 49A e 50A) com os respectivos 
cortes transversais mostram que os filmes crescidos por spray, spin-coating e 
imersão, apresentaram valores de rms da rugosidade da área (raíz quadrada média, 
expressão do inglês, root mean square) de respectivamente, 5,2, 6,6 e 7,2 nm. 
Esses resultados estão de acordo com resultados os descritos na literatura, 
em que filmes de PAH obtidos por deposição de spray foram menos rugosos do que 
aqueles obtidos por imersão (SCHLENOFF; DUBAS; FARHAT, 2000). Outra 
característica observada é a formação de “ilhas”, sendo que, para as amostras 
obtidas por imersão e spray essas ilhas coalescem e tornaram-se maiores. A 
formação de ilhas é proporcional a quantidade de camadas adsorvidas no substrato 
(RICHERT et al., 2004c).  
Os crescimentos dos filmes foram acompanhados através da técnica de 
QCM-D, para complemento de informações estruturais. A QCM-D é uma técnica in 
situ, sensível em que se observa a adsorção das camadas em tempo real, em meio 
líquido, onde alterações de massa são detectadas pela oscilação do cristal de 
quartzo.  




FIGURA 51 - DESLOCAMENTO DE FREQUÊNCIA DE RESSONÂNCIA EM (A) E DISSIPAÇÃO EM 
(B) EM FUNÇÃO DAS CAMADAS DEPOSITADAS DO FILME LBL DE 
GALACTOMANANA - ALGINATO E POLI(ALIALAMINA HIDROCLORADA) (GML-
AL/PAH) ADSORVIDO SOBRE CRISTAL DE OURO, E MEDIDOS POR QCM-D. 
DADOS REFERENTES À FREQUÊNCIA DE 25 Hz   
FONTE: O Autor (2011) 
 
A FIGURA 51 mostra os deslocamentos da frequência e da dissipação 
medidos, a cada nova deposição de uma camada. A análise foi feita em mais de 
uma frequência de ressonância, porém, para simplificar os resultados, foram 
mostrados os dados de QCM-D apenas para a terceira frequência harmônica (25 
Hz). De acordo com uma padronização convencional, a frequência foi normalizada 
pelo número da vibração de ressonância (FEILER et al., 2007). A ressonância de 
frequência do cristal em contato com o solvente NaCl 10 mMol/L foi usada como 
valor de referência, sendo que ∆f = 0, antes da deposição da primeira camada. 
Sempre para a primeira camada depositada foi utilizado o polímero PEI, para induzir 
o crescimento dos filmes. O decaimento da frequência (FIGURA 51A) aumentou 
concomitante ao aumento da dissipação (FIGURA 51B), indicando que houve adição 
de massa no cristal a cada nova camada. Esses deslocamentos mostraram que a 
deposição dos filmes foi irreversível, porque mesmo após o procedimento de 
lavagem, a massa depositada não dessorveu. 
O decaimento da frequência decresceu quase de forma linear e regular, 
provavelmente porque os filmes foram sendo formados homogeneamente sobre o 
cristal. O deslocamento da dissipação fornece informações sobre a rigidez de um 
filme e, quanto maior o valor de dissipação, menos rígido é um filme. No início da 
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dissipação, não houve alterações significativas da dissipação. Isso ocorreu porque 
provavelmente no início da construção, o filme sofreu a influência da presença do 
substrato, sobre os quais os polieletrólitos interagiram mais fortemente do que com 
os polieletrólitos adsorvidos por último, durante o processo de deposição, formando 
uma estrutura ainda rígida. Entretanto, com o aumento da deposição de camadas, 
os deslocamentos passaram a ser mais pronunciados, indicando a formação filmes 
relativamente hidratados e viscoelásticos. Essa característica viscoelástica excluiu a 
utilização da equação de Sauerbrey (BALL et al., 2005) que avalia quantitativamente 
a massa de polieletrólitos depositada por unidade de área, já que essa só pode ser 
aplicada em sistemas rígidos. 
 
4.4.3.3 Filmes multicamadas de galactomanana e alginato / poli-L-lisina  
 
A mistura GML-AL foi testada também em filmes LBL tendo como policátion 
a poli-L-lisina (PLL). A PLL é um homopolímero constituído pelo aminoácido L-lisina, 
carregado positivamente, amplamente usado em engenharia de tecidos, por ser 
biocompatível (MARUYAMA et al., 1999), e por ser facilmente conjugada com 
moléculas bioativas (MËZO et al., 2000). 
As mesmas técnicas testadas para o polímero sintético PAH foram 
empregadas para a PLL. A FIGURA 52 compara o crescimento dos filmes pelos 
métodos de imersão, spin-coating e spray. 
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FIGURA 52 – REPRESENTAÇÃO GRÁFICA DA ESPESSURA DOS FILMES OBTIDOS PELA 
TÉCNICA LBL, COMPOSTOS PELA MISTURA GALACTOMANANA-ALGINATO E 
POLI-L-LISINA (GML-AL/PLL), APLICANDO OS MÉTODOS DE IMERSÃO (▲), DE 
SPRAY (❏) E SPIN-COATING (●)  
FONTE: O Autor (2011) 
 
Pela técnica de spin-coating foram obtidos filmes mais finos. O spin-coating 
formou filmes de aproximadamente 14 nm, com 40 camadas depositadas enquanto 
que o spray formou filmes de 20 nm e por imersão de 52 nm. Pelo método de spray, 
mais camadas de polieletrólitos foram depositados para que filmes atingissem 
espessura maior de 20 nm. Esse é o comportamento usual esperado para os filmes 
LBL. Cada deposição é feita ao colocar o substrato em contato com os 
polieletrólitos. No método de imersão, esse tempo é maior, facilitando a organização 
e difusão das cadeias de polissacarídeos por toda a superfície para adsorverem e 
formarem um filme homogêneo (IZQUIERDO et al., 2005). Enquanto que pela 
técnica de spray as moléculas são vaporizadas por apenas poucos segundos no 
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substrato disposto na vertical. Não há o acúmulo de solução sobre o substrato, já 
que o excesso é drenado pela ação da força da gravidade, restando apenas uma 
fina camada de líquido. Com isso, há menor quantidade de moléculas em contato 
com o silício e que, consequentemente, formarão filmes mais finos. O mesmo 
raciocínio pode ser aplicado ao método de spin-coating, sendo que a força atuante é 
a força centrífuga que, além de drenar líquido para fora, muitas vezes acaba por 
secar todo o substrato, influenciando na formação de filmes menos espessos. 
O filme formado por spin-coating apresentou um crescimento linear, 
diferente do crescimento dos filmes por spray e por imersão. O filme por imersão 
apresentou um crescimento exponencial e o filme por spray inicialmente apresentou 
crescimento lento e exponencial, seguido de um crescimento linear a partir de 30 
camadas. O comportamento de crescimento exponencial era esperado já que filmes 
de alginato/PLL, depositados por imersão, relatados anteriormente por Elbert, 
Herbert e Hubbell (1999), se apresentaram dessa maneira.  
A responsável para esse crescimento exponencial é a difusão da última 
camada de polieletrólito através das multicamadas do filme, a difusão in e out 
(PICART et al., 2002). Em sistemas de hialuronana (HA)/PLL, o HA interagia apenas 
com a camada mais externa do filme durante cada deposição, enquanto que a PLL, 
difundia para dentro e para fora de toda a estrutura do filme. Assim, a presença do 
HA deixa a última camada do filme com cargas negativas, que entrará em contato 
com a PLL. A PLL, primeiramente, interage com essas cargas na porção mais 
externa do filme, como no caso de filmes com crescimento linear. Entretanto, as 
cadeias de PLL difundem-se também para o interior do filme. O filme passa a ter um 
último par de polímeros que estão interagindo fortemente e cadeias de PLL livres, 
que provavelmente interagem fracamente com a matriz do filme. Além disso, o 
sistema é dinâmico, havendo troca durante o processo de PLL ligadas e livres. Após 
certo tempo, as PLL livres não são, necessariamente, as cadeias que difundiram no 
processo de adsorção da última camada. E, finalmente, quando a solução de PLL é 
lavada, algumas cadeias de PLL livres presentes são removidas, como 
consequência da diminuição do potencial químico dentro do filme, e do aumento da 
barreira eletrostática que devem ser superadas pelas PLL que estão no filme. Parte 
das PLL armazenadas não consegue escapar das multicamadas. Quando o sistema 
é colocado em contato novamente com a solução de HA, essa barreira eletrostática 
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desaparece, por haver a neutralização de cargas, e mais algumas cadeias livres de 
PLL conseguem difundir para fora do filme. Essas complexam-se com o HA da 
superfície, formando uma nova camada de filme. O processo de deposição de HA 
encerra a partir do momento em que o filme não contenha mais PLL livres, ou 
quando as exposições de HA são lavadas, no processo de enxague (LAVALLE et 
al., 2004; PORCEL et al., 2006). Esse comportamento decorrente de crescimento 
exponencial foi observado previamente para sistemas de PLL/AL, que obtiveram 
crescimentos maiores do que lineares, porém ainda sem propor um modelo físico 
que explicasse as razões desse tipo de crescimento (ELBERT; HERBERT; 
HUBBELL, 1999).  
No caso do spray, em que o início do crescimento é lento, acredita-se que 
com poucas camadas, a PLL não difunda para dentro e fora do filme que, com o 
aumento da espessura do filme, passa a ser acessível para a PLL. Salomäki, 
Vinokurov e Kankare (2005) e Hübsch et al. (2004) quando estudaram a transição de 
crescimento do regime exponencial-linear, assumiram que a cada nova deposição 
de polieletrólitos, ocorreu uma reestruturação do filme, conduzindo a uma 
densificação, que iniciou pelas partes das margens iniciais do filme, impedindo a 
difusão de um dos polieletrólitos constituintes de parte do filme. 
Imagens de AFM foram feitas para os filmes LBL, contendo 40 camadas de 
polieletrólitos, cujas espessuras obtidas em cada técnica podem ser observadas nas 
FIGURAS 53, 54 e 55.  
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FIGURA 53 - IMAGEM POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (2 X 2 µm) DO FILME LBL DE 
GALACTOMANANA-ALGINATO E POLI-L-LISINA (GML-AL/PLL) (40 CAMADAS) 
ADSORVIDO SOBRE SILÍCIO COM A TÉCNICA DE SPIN-COATING (A). 
REPRESENTAÇÃO DA RUGOSIDADE NA LINHA DE SECÇÃO TRANSVERSAL (B) 
FONTE: O Autor (2011) 
 
FIGURA 54 - IMAGEM POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (2 X 2 µm) DO FILME LBL DE 
GALACTOMANANA-ALGINATO E POLI-L-LISINA (GML-AL/PLL) (40 CAMADAS) 
ADSORVIDO SOBRE SILÍCIO COM A TÉCNICA DE IMERSÃO (A). 
REPRESENTAÇÃO DA RUGOSIDADE NA LINHA DE SECÇÃO TRANSVERSAL (B) 
FONTE: O Autor (2011) 
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FIGURA 55 - IMAGEM POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (2 X 2 µm) DO FILME LBL DE 
GALACTOMANANA-ALGINATO E POLI-L-LISINA (GML-AL/PLL) (40 CAMADAS) 
ADSORVIDO SOBRE SILÍCIO COM A TÉCNICA DE SPRAY (A) REPRESENTAÇÃO 
DA RUGOSIDADE NA LINHA DE SECÇÃO TRANSVERSAL (B) 
FONTE: O Autor (2011) 
 
As imagens de topografia com os respectivos cortes transversais mostraram 
que os filmes crescidos pelos três métodos apresentaram rugosidades bem 
diferentes, com valores de rms, calculados para toda imagem escaneada, variando 
de 15,2 para filme por spray, 6,1 para o por spin-coating e 61,0 para o por imersão. 
Esses valores de rugosidade podem ser explicados pelo crescimento exponencial e 
são provavelmente, decorrentes da difusão da PLL pelo filme, que faz com que esse 
não seja homogêneo e planar. As “ilhas” estão presentes nas três metodologias de 
deposição e são mais pronunciadas nos filmes de imersão, provavelmente por 
serem mais espessos e com uma cinética de deposição mais lenta. Rigoberto et al. 
(2003) mostraram que a rugosidade e as características de tamanho de filmes 
multicamadas mudam com o aumento da espessura, sendo que camadas mais 
espessas tendem a produzir partículas maiores com o aumento da rugosidade. 
Portanto, quanto maior a quantidade de polieletrólitos adsorvidos, maior será a 
coalescência das cadeias dos complexos formados por GML-AL/PLL. 
Provavelmente, se houvesse a continuação da adsorção dos polieletrólitos nos 
filmes de spin-coating, seriam formadas ilhas maiores. Essas imagens estão 
similares aos resultados apresentados para os filmes de HA/PLL (PICART et al., 
2001b) e para os sistemas de DNA/PLL (REN; JI; SHEN, 2006). 
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O processo de deposição de filmes usando QCM-D foi feito para 
complementar o estudo de crescimento do filme para o sistema GML-AL/PLL, pois  
fornece informações da massa de polímero hidratada e das propriedades de 
viscosidade de cada camada depositada, em função da variação da frequência e da 
dissipação (VOINOVA et al., 1999). Os resultados para o decaimento de frequência 




FIGURA 56 - DESLOCAMENTO DE FREQUÊNCIA DE RESSONÂNCIA EM (A) E DISSIPAÇÃO EM 
(B) EM FUNÇÃO DE CAMADAS DEPOSITADAS, DO FILME LBL DE 
GALACTOMANANA-ALGINATO E POLI-L-LISINA (GML-AL/PLL) LBL DE GML-AL/PLL 
ADSORVIDO SOBRE CRISTAL DE OURO, E MEDIDOS POR QCM-D DADOS 
REFERENTES À FREQUÊNCIA DE 25 Hz   
FONTE: O Autor (2011) 
 
A cada deposição de camadas, houve um aumento na magnitude negativa 
da frequência. O sistema GML-AL/PLL apresentou um comportamento linear, em 
que houve um decaimento na frequência acompanhado do aumento da dissipação 
com a injeção de cada nova solução de polieletrólitos. O aumento na dissipação 
indicou que houve a formação de um filme com comportamento viscoelástico. 
Quanto menos rígido é um filme, maior é a dissipação que o cristal sofre. O perfil de 
aumento da dissipação não é constante e pode ser relacionado à “acomodação” da 
água no sistema. Alterações nas densidades dos filmes foram observadas em 
estudos de HA/PLL e foram relacionadas à provável modificação de hidratação em 
volta das cadeias de HA, quando essas interagiram com o policátion PLL (BALL et 
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al., 2005). O processo de deposição foi irreversível, porque mesmo após a lavagem 
entre cada polieletrólito depositado, não houve alterações significativas no 
decaimento da frequência, indicando que pouco ou quase nenhum material foi 
removido.  
  
4.4.3.4 Filmes multicamadas de galactomanana-alginato/quitosana 
 
Outro policátion escolhido para continuar os testes de formação de filmes 
LBL foi a quitosana (CHI), resultando no sistema GML-AL/CHI. Dois polissacarídeos 
naturais, baixa-toxicidade, e biocompatíveis foram escolhidos, visto que estudos que 
possam contribuir à aplicações biomédicas de filmes LBL possuem importância 
relevante. Além disso, os carboidratos apresentam-se estruturalmente diferentes de 
polímeros sintéticos, o que pode acarretar em diferente comportamento no 
crescimento do filme.  
A FIGURA 57 comparou os resultados dos crescimentos dos filmes pelos 3 
diferentes métodos empregados (imersão, spray e spin-coating). Através dos 
resultados obtidos, observou-se que os métodos de imersão e spin foram os que 
propiciaram a formação de filmes mais espessos, mesmo com menor número de 
camadas. No método de spray, mais camadas de polieletrólitos foram depositadas 
para que filmes atingissem espessura de 10 nm. Os filmes de imersão e spin foram 
mais espessos, devido ao maior tempo de contato entre as soluções com o 
substrato, favorecendo a cinética de adsorção. Na técnica de spray, como já foi 
explicado anteriormente para o sistema GML-AL/PLL, o substrato está em uma 
posição perpendicular à solução vaporizada e o líquido da superfície é drenado para 
fora por ação da força da gravidade, restando apenas uma fina camada de líquido 
na superfície (IZQUIERDO et al., 2005).  
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FIGURA 57 – REPRESENTAÇÃO GRÁFICA DA ESPESSURA DOS FILMES OBTIDOS PELA 
TÉCNICA LBL, COMPOSTOS POR PELA MISTURA GALACTOMANANA-ALGINATO 
E QUITOSANA (GML-AL/CHI), APLICANDO OS MÉTODOS DE IMERSÃO (▲), DE 
SPRAY (❏) E SPIN-COATING (●) 
FONTE: O Autor (2011) 
 
Analisando as equações gráficas (dados não mostrados), observou-se que 
em todos os métodos o crescimento dos filmes é linear. Entretanto, anteriormente, 
apenas o crescimentos exponencial de filmes formados por polissacarídeos tinha 
sido demonstrado na literatura para filmes formados por quitosana e hialuronana 
(RICHERT et al., 2004c), e  que ocorria pela difusão in e out da quitosana, e não da 
hialuronana. Esses resultados, portanto, sugerem que no sistema GML-AL/CHI, a 
quitosana não deve estar conseguindo se difundir pelas várias camadas do filme, 
formando uma maior estabilidade no crescimento das camadas. 
A caracterização das superfícies do filme GML-AL/CHI foi realizada por AFM 
após a deposição de 40 camadas de polieletrólitos, e está demonstrada pelas 
FIGURAS 58, 59 e 60. 
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FIGURA 58 - IMAGEM POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (2 X 2 µm) DO FILME LBL 
GALACTOMANANA-ALGINATO E QUITOSANA (GML-AL/CHI) (40 CAMADAS) 
ADSORVIDO SOBRE SILÍCIO COM A TÉCNICA DE SPIN-COATING (A) 
REPRESENTAÇÃO DA RUGOSIDADE NA LINHA DE SECÇÃO TRANSVERSAL (B)   
FONTE: O Autor (2011) 
 
 
FIGURA 59 -  IMAGEM POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (2 X 2 µm) DO FILME LBL 
GALACTOMANANA-ALGINATO E QUITOSANA (GML-AL/CHI) (40 CAMADAS) 
ADSORVIDO SOBRE SILÍCIO COM A TÉCNICA DE IMERSÃO (A) 
REPRESENTAÇÃO DA RUGOSIDADE NA LINHA DE SECÇÃO TRANSVERSAL (B)   
FONTE: O Autor (2011) 
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FIGURA 60 - IMAGEM POR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (2 X 2 µm) DO FILME LBL 
GALACTOMANANA-ALGINATO E QUITOSANA (GML-AL/CHI) (40 CAMADAS)  
ADSORVIDO SOBRE SILÍCIO COM A TÉCNICA DE SPRAY (A) REPRESENTAÇÃO 
DA RUGOSIDADE NA LINHA DE SECÇÃO TRANSVERSAL (B)   
FONTE: O Autor (2011) 
 
Os filmes de quitosana se apresentaram rugosos, sendo que o filme 
depositado por imersão foi o que possuiu o maior valor de rms da área escaneada, 
49,0 nm, seguido pelo filme de spin-coating com 11,3 e o de spray com 9,2 nm. 
Esses dados indicaram que os filmes obtidos por metodologias rápidas, foram mais 
homogêneos e planos do que filmes obtidos por imersão. Diferenças significativas 
na superfície de cada metodologia podem ser observadas. Filmes por spin-coating 
possuíram entidades esféricas menores do que os outros dois filmes obtidos pelas 
outras metodologias, porém com valor de rms próximo aos filmes obtidos por spray. 
No filme correspondente à metodologia de imersão, houve a presença de grandes 
esferas, que podem ser atribuídas aos complexos GML-AL/CHI formados durante 
cada deposição, além de presença de uma superfície não homogênea, inclusive 
com a presença de vales. Essas esferas foram resultados da coalescência dos 
complexos e a razão pela qual foram mais pronunciadas nesse tipo de filme é, 
provavelmente, o maior tempo de deposição em que as soluções de polieletrólitos 
permaneceram em contato com o substrato. As imagens e os dados de AFM para o 
filme de imersão estão de acordo com as imagens obtidas por Richert et al. (2004c), 
quando analisou filmes de HA/CHI feitos pelo mesmo método, que apresentaram 
uma rugosidade de aproximadamente 35 nm. 
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E, finalmente, assim como para os outros sistemas LBL, foi feita a 




FIGURA 61 - DESLOCAMENTO DE FREQUÊNCIA DE RESSONÂNCIA EM (A) E DISSIPAÇÃO EM 
(B) EM FUNÇÃO DAS CAMADAS DEPOSITADAS DO FILME LBL GALACTOMANANA-
ALGINATO E QUITOSANA (GML-AL/CHI) FILME LBL DE GML-AL/CHI ADSORVIDO 
SOBRE CRISTAL DE OURO, E MEDIDOS POR QCM-D. DADOS REFERENTES À 
FREQUÊNCIA DE 25 Hz   
FONTE: O Autor (2011) 
 
A FIGURA 61 mostra os deslocamentos de frequência (A) e dissipação (B) a 
cada nova adsorção de polieletrólitos. Apesar de observar a deposição de massa, 
isso é o crescimento do filme, observou-se que o decaimento da frequência não foi 
constante e nem linear, assim como o aumento da dissipação. Durante a fase de 
crescimento, a espessura do filme aumentou apenas quando o filme foi posto em 
contato com a solução de poliânion, e manteve-se praticamente inalterado a cada 
deposição da solução de policátion. Esse comportamento foi apresentado também 
para filmes que estão crescendo exponencialmente, e a dependência de 
crescimento através apenas de um dos polieletrólitos já foi evidenciada 
anteriormente em filmes LBL por Radeva, Milkova e Petkanchin (2003) e por Hübsch 
et al. (2004).  
A cada processo de lavagem após a adsorção da mistura GML-AL ou da 
CHI, observou-se uma dessorção discreta desses polímeros. Esse comportamento 
foi evidenciado também para sistemas de HA/CHI (RICHERT et al., 2004c) e pode 
ser atribuído a redissolução dos complexos de polieletrólitos que estão na margem 
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do filme, em contato com a solução (KOVACEVIC et al., 2002). Deve-se ressaltar 
que as medidas de frequência refletem a deposição da massa combinada dos 
polieletrólitos juntamente com a água, em que ambos contribuem para a alteração 
no sinal (FEILER et al., 2007). Pelo gráfico de dissipação, observou-se que há um 
aumento nos valores a cada deposição, resultado da adsorção no cristal de uma 
camada com estruturas não rígidas. Além disso, observou-se uma provável 
mobilização de água entrando e saindo do sistema (FIGURA 61) sugerindo que as 
cadeias de polissacarídeos devem ter se reorganizado durante o processo de 
deposição, provocando expansão e contracção do filme, até mesmo “expulsando” 
água do filme (SCHNEIDER et al. 2007). Alves, Picart e Mano (2009) estudaram o 
sistema CHI/AL na formação de filmes por QCM-D, em que também foi realizada a 
deposição de camadas com comportamento viscoelástico obtendo, entretanto, 
decaimentos lineares e regulares.   
 
 
4.5 TESTES DE ADESÃO DE CÉLULAS HeLa SOBRE OS FILMES MULTICAMADAS 
 
Como a LBL é uma técnica que permite a deposição em sua superfície de 
qualquer tipo de material em relação a tamanho, forma e tipo (VAUTIER et al., 2003; 
THIERRY et al., 2003), e por serem filmes promissores na aplicação de adesão 
celular pela facilidade do preparo por adequar suas propriedades biofuncionais, tais 
como química e mecânica (WITTMER et al., 2007); e também aliado às 
características de baixa citotoxicidade e biocompatibilidade da GML e AL, decidiu-se 
fazer uma aplicação biológica desses materiais na forma de nanofilmes. 
A habilidade de formar filmes de multicamadas tendo estruturas mais 
espessas é importante porque foi demonstrado que a espessura das camadas de 
polieletrólitos em uma superfície, favorece a bioinércia sobre um substrato (ELBERT; 
HERBERT; HUBBELL, 1999). Para fazer esses testes, utilizou-se um dos filmes de 
cada um dos sistemas: GM-AL/PAH, GM-AL/PLL e GM-AL/CHI, feitos por imersão, 
com 10 camadas de polieletrólitos adsorvidos.  
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FIGURA 62 – IMAGENS DE CÉLULAS HeLa CRESCIDAS NOS (A) FILMES MULTICAMADAS (10 
MULTICAMADAS) POR 24 h DE (A) GML-AL/PAH, (B) GML-AL/PLL, (C) GML-AL/CHI, 
(D) GML-AL/PAH, APÓS 8 DIAS, (E) CONTROLE NEGATIVO 
FONTE: O Autor (2011) 
 
Primeiramente, os filmes foram esterilizados, postos em placas de cultivo 
celular e células HeLa foram colocadas para avaliar o crescimento sobre esses 
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suportes. O acompanhamento do crescimento e do espalhamento foram feitos por 
24h a 8 dias. Após o tempo necessário para as análises, as placas foram retiradas 
da estufa de incubação e submetidas a fotografias ópticas. As imagens estão 
demonstradas na FIGURA 62.  
As células HeLa crescidas foram observadas após 24h de incubação 
(FIGURA 62) com os filmes multicamadas. Essas células além de crescerem, 
também se espalharam pela superfície dos filmes. O crescimento celular foi 
comparado com um poço que não continha o filme (FIGURA 62E).  
Um dos fatores para adesão celular é a rigidez dos filmes. Entretanto, filmes 
formados por polissacarídeos tendem a serem menos rígidos do que filmes 
formados por polímeros sintéticos. A presença de crescimento celular nas 
superfícies dos filmes pode ser decorrente das ligações cruzadas entre as camadas 
de polieletrólitos que foram formadas durante o processo de esterilização por auto-
clave em vapor úmido, conforme relatado anteriormente para filmes de PAH/PAA 
(ácido poliacrílico) (PAVOOR et al., 2004; KITTREDGE; DURST; KITTREDGE, 
2010). Esse processo pode tornar os filmes mais rígidos do que os filmes não 
esterilizados. Na esterelização dos filmes por luz UV, onde não há reticulação, pouco 
ou nenhum crescimento celular foi observado.   
Visualmente, o filme contendo PLL (FIGURA 62B) foi o que apresentou 
menor número de células crescidas e espalhadas. Picart et al. (2005) haviam 
observado que filmes feitos por PLL/PGA (ácido poli-L-glutâmico) e por PLL/AL, sem 
modificações, apresentaram uma menor taxa de adesão celular. Entretanto, 
modificações por ligações cruzadas pelo agente sulfo-NHS deixaram os filmes mais 
rígidos, assim como os filmes nos quais foram introduzidos um estímulo químico 
pela introdução de 15 aminoácidos contendo a sequência RGD (arginina-glicina-
ácido aspártico), aumentando a taxa de adesão. Filmes que possuem alta tendência 
de expansão e de hidratação, tendem a ser mais pobres na aderência de células 
(DISCHER; JANMEY; WANG, 2005). O filme contendo PLL foi o que apresentou os 
maiores valores para as alterações no valor de dissipação por QCM-D. Essa seria 
provavelmente a razão pela qual nos filmes contendo PAH apresentaram um grande 
número de células crescidas e espalhadas (FIGURA 62A); já que filmes com esse 
policátion tendem a ser mais rígidos e possuir uma maior espessura, conforme foi 
visto por elipsometria nos dados anteriores.  
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Apesar do PAH já ter sido estudado em filmes de adesão e mostrar também 
bons resultados para filmes finos, com aproximadamente 10-15 nm (SHIN; JO; 
MIKOS, 2003), em termos de biocompatibilidade, os filmes formados por esses 
polímeros sintéticos podem não ser apropriados para algumas aplicações biológicas 
(AI; JONES; LVOV, 2003b) e, com isso, a aplicabilidade de PLL e CHI tornam-se 
mais interessantes. 
Análises com o reagente Trypan Blue foram realizadas para contar a 
quantidade de células que estavam mortas sobre os filmes incubados após 24h ou 8 
dias. Teoricamente, se as células não conseguissem aderir nos filmes, essas não 
conseguiriam se replicar e se espalhar. Portanto, a alta viabilidade celular observada 
por todos os filmes (valores próximo a 98%) indicou que as células aderiram e 
cresceram sobre os filmes de polímeros. 
O crescimento das células foi acompanhado por até 8 dias, em todos os 
sistemas de filmes testados. Na FIGURA 62D está demonstrado apenas um dos 
tipos, para simplificação dos resultados, já que as imagens obtidas foram similares. 
Mesmo após 8 dias, as células continuaram crescendo e se espalhando, com uma 
mortalidade em torno de 2% (± 0,2). Isso significa que os filmes formados por GML-
AL são potenciais materiais para serem explorados em estudos de aplicabilidade 
biológica, podendo ser um potencial modelo para estudos de adesão, assim como 
em utilizações terapêuticas para engenharia de tecidos. 
A FIGURA 63 representa o protocolo desenvolvido. O policátion PEI foi 
adsorvido inicialmente em substrato de silício, para a partir dele, depositar as 
camadas alternadas de poliânion e policátion. O poliânion do trabalho sempre foi o 
mesmo, a mistura GML-AL, e o policátion variou entre 3 polímeros, o PAH, a PLL e a 
CHI. A partir desses filmes crescidos em multicamadas, células foram colocadas 
sobre a superfície dos filmes e os comportamentos de crescimento e espalhamento 
foram observados por até 8 dias.  
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FIGURA 63 – ESQUEMA REPRESENTANDO OS FILMES MULTICAMADAS, FORMADOS PELAS 
DEPOSIÇÕES ALTERNADAS DE POLICÁTION E POLIÂNION, COM A ADSORÇÃO 
DE CÉLULAS SOBRE A SUPERFÍCIE DESSES FILMES 
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5. CONCLUSÕES 
 
O trabalho apresentado foi desenvolvido a partir de polissacarídeos naturais, 
a galactomanana e o alginato. A partir dos resultados obtidos para a galactomanana 
de sementes de leucena e para interação entre a galactomanana e o alginato, foi 
possível desenvolver e caracterizar dois tipos de nanofilmes, os filmes 
monocamadas e os filmes multicamadas.  
A formação de nanofilmes sobre superfícies sólidas tem grande importância 
tecnológica no desenvolvimento de biossensores e em aplicações biomédicas. A 
adsorção dos polissacarídeos estudados em substratos sólidos forneceu uma base 
para a imobilização de biomoléculas, tais como proteínas e vírus. Além disso, a 
mistura galactomanana-alginato se mostrou um suporte eficiente na área biológica 
de adesão celular. 
Portanto, todos esses resultados somados indicam que a GML de leucena, 
um polissacarídeo obtido de fontes renováveis naturais, abundantes na natureza e 
de baixo custo, pode ser um substrato com grande potencial a ser explorado no 
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